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AA	 	 	 Ácido	ascórbico	
AC	 	 	 Adenilato	ciclasa	
ADP	 	 	 Adenosina-5’-difosfato	
AMPc	 	 	 Adenosina-5’-monofosfato	cíclico	
ANK	 	 	 Ankirina	
APS	 	 	 Persulfato	de	amonio	
Ap4A	 	 	 P1,P4-Di(adenosina-5’)tetrafosfato	
Ap5A	 	 	 P1,P4-Di(adenosina-5’)pentafosfato	
AQP	 	 	 Acuaporina		
AQP1	 	 	 Acuaporina	1	
ASP	 	 	 Ácido	aspártico	
ATP	 	 	 Adenosina	-5’-	trifosfato	
BCA	 	 	 Ácido	bicinconínico	
BHA	 	 	 Barrera	hematoacuosa	
BIS	I	 	 	 Bisindolilmaleimida	I	
BSA	 	 	 Albúmina	de	Suero	Bovino	
CA	 	 	 Cámara	anterior	
cDNA	 	 	 Ácido	desoxirribonucleico	complementario	
CFTR	 	Regulador	 de	 conductancia	 transmembranal	 de	 la	 fibrosis	 cística	
(Cystic	fibrosis	transmembrane	conductance	regulator)	
DAG	 	 	 Diacilglicerol	
DAPI	 	 	 4’,6-diamidino-2-fenilindol	
Abreviaturas    
DNA	 	 	 Ácido	desoxirribonucleico		
dNTPs	 	 	 Desosirribonucleótidos	trifosfato	
DTM	 	 	 Dominio	transmembrana		
DMEM		 	 Dulbecco’s	Modified	Eagle	Medium	
EC50	 	 	 Concentración	efectiva	media	
EDTA	 	 	 Ácido	etilén-diamino	tetraacético	
EGTA	 	 	 Ácido	etilé-bis(oxonitrilo)-tetraacético		
EPR	 	 	 Epitelio	pigmentario	de	la	retina		
FBS	 	 	 Suero	Bobino	Fetal	(Fetal	Bovine	Serum)	
GAC	 	 	 Glaucoma	de	ángulo	cerrado	






HEPES	 	 	 Ácido	2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil-(1)]-etanosulfónico	
HTO	 	 	 Hipertensión	ocular	
IP3	 	 	 Inositol-1,4,5-trifosfato	




MTT	 	 	 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil	tetrazolio	
NCS	 	 	 Suero	de	carnero	neonato	(Newborn	Calf	Serum)	
NDS	 	 	 Suero	de	burro	normal	(Normal	Donkey	Serum)	
   Abreviaturas	
 
NEM	 	 	 N-Etilmaleimida	
NPE	 	 	 Células	de	epitelio	ciliar	no	pigmentado	
NPEsv	 	Células	 de	 epitelio	 ciliar	 no	 pigmentado	 inmortalizadas	 mediante	 la	
transfección	con	el	SV-40	(simian	virus	40)	
NP-40	 	 	 4-Nonilfenil	poli(etilenglicol)	
P1	 	 	 Receptores	purinérgicos	de	adenosinas	
P2	 	 	 Receptores	purinérgicos	de	nucleótidos	y	dinucleótidos	
P2X	 	 	 Receptores	purinérgicos	de	nucleótidos	y	dinucleótidos	ionotrópicos	
P2Y	 	Receptores	 purinérgicos	 de	 nucleótidos	 y	 dinucleótidos	
metabotrópicos	
PBS	 	 	 Tampón	Fosfato	Salino	
PE	 	 	 Células	del	epitelio	ciliar	pigmentado	
PIO	 	 	 Presión	intraocular	
PKA	 	 	 Proteína	quinasa	A	(dependiente	de	AMPc)	
PKC	 	 	 Proteína	quinasa	C	(dependiente	de	Ca2+/fosfolípidos)	
PLA	 	 	 Fosfolipasa	A	
PLC	 	 	 Fosfolipasa	C	
PFA	 	 	 Paraformaldehido	
PPADS		 	 Piridoxalfosfato-6-azofenil-2’,4’-ácido	disulfonico		
RB-2	 	 	 Reactivo	azul	2		
RN-1734	 	 2,4-dicloro-N-isopropil-N-(2-isopropilaminoetil)benzenosulfonamida	
RN-1747	 	 1-(4-cloro-2-nitrofenil)	sulfonil-4-bencilpiperazina	
RNA	 	 	 Ácido	ribonucleico	
RNAasas	 	 Ribonucleasas		
RNAm	 	 	 Ácido	ribonucleico	mensajero	
RT-PCRq	 	 Reacción	en	cadena	de	la	polimerasa	cuantitativa	en	tiempo	real	
Abreviaturas    
SDS	 	 	 Dodecil	sulfato	sódico		
siRNA	 	 	 Ácido	ribonucleico	de	interferencia	de	pequeño	tamaño	
SV40	 	 	 Simian	Virus	40	o	simian	vacuolating	virus	40	
TBA	 	 	 Tetrabutil	amonio	
TBS	 	 	 Tampón	fosfato	de	Tris	
TEMED	 	 Tetrametiletilendiamina	
THC	 	 	 Tetrahidrocannabinol	
TRP	 	 	 Receptor	de	potencial	transitorio	
TRPA	 	 	 Receptor	de	potencial	transitorio	de	ankyrin		 	 	
	 	 	 (Transient	Receptor	Potential	ankyrin)	
TRPC	 	 	 Receptor	de	potencial	transitorio	canónico			 	 	
	 	 	 (Transient	Receptor	Potential	canonical)	
TRPM	 	 	 Receptor	de	potencial	transitorio	melastatina		 	 	
	 	 	 (Transient	Receptor	Potential	melastatin)	
TRPML	 	 Receptor	de	potencial	transitorio	mucolipina	 	 	
	 	 	 (Transient	Receptor	Potential	mucolipin)	
TRPN	 	 	 Receptor	de	potencial	transitorio	sin	mecanorreceptor	C		 	
	 	 	 (Transient	Receptor	Potential	no	mechanoreceptor	potential	C)	
TRPP	 	 	 Receptor	de	potencial	transitorio	policistina		 	 	
	 	 	 (Transient	Receptor	Potential	polycystin)	
TRPV	 	 	 Receptor	de	potencial	transitorio	vaniloide			 	 	
	 	 	 (Transient	Receptor	Potential	Vanilloid)	
TRPV4		 	 Receptor	de	potencial	transitorio	vaniloide	4		 	 	
	 	 	 (Transient	Receptor	Potential	Vanilloid	4)	
U73122	 	1-[6-[[(17β)-3-metoxiestra-1,3,5(10)trien-17-il]amino]hexil]-1H-pirrol-
2,5-diona	
UDP	 	 	 Uridina-5’-trifosfato	
UTP	 	 	 Uridina-5’-	trifosfato	


















































































































































































































su	 etiología	 aún	 no	 está	 clara,	 se	 sabe	 que	 el	 principal	 factor	 de	 riesgo	 para	
desarrollar	 la	 enfermedad	 es	 el	 aumento	 de	 la	 PIO	 debido	 a	 anomalías	 en	 la	
dinámica	del	humor	acuoso	(Casson	et	al.,	2012).	
La	 presencia	 de	 receptores	 purinérgicos	 P2X	 y	 P2Y	 ha	 sido	 descrita	 en	 las	
principales	 estructuras	 oculares	 relacionadas	 con	 la	 producción	 y	 drenaje	 del	
humor	 acuoso,	 los	 procesos	 ciliares	 y	 la	 malla	 trabecular,	 que	 son	 bañadas	 por	
dicho	 fluido	 (Guzman-Aranguez	 et	al.,	 2013).	 	Al	mismo	 tiempo,	 se	ha	 referido	 la	
presencia	 del	 dinucleótido	 Ap4A,	 agonista	 de	 dichos	 receptores,	 en	 el	 humor	
acuoso,	y	cómo	sus	niveles	se	veían	significativamente	incrementados	en	pacientes	
glaucomatosos	(Castany	et	al.,	2011).		
El	 objetivo	 de	 esta	 tesis	 ha	 sido	 evaluar	 la	 implicación	 de	 	 los	 receptores	
purinérgicos	 P2Y2	 de	 los	 procesos	 ciliares	 en	 la	 hipertensión	 ocular.	 Más	





proceso.	 Al	 mismo	 tiempo	 se	 han	 evaluado	 y	 caracterizado	 los	 diferentes	
mecanismos	implicados	en	dicha	liberación.		
Mediante	 estudios	 farmacológicos	 y	 de	 silenciamiento	 génico	 in	 vivo	 en	
conejos	 albinos	 de	 la	 raza	 Nueva	 Zelanda,	 se	 demostró	 que	 la	 activación	 de	 los	
receptores	P2Y2	produce	un	aumento	en	la	PIO,	y	cómo	su	silenciamiento	mediante	





epitelio	 no	 pigmentado	 de	 los	 procesos	 ciliares	 de	 conejo,	 mediante	 técnicas	
inmunocitoquímicas	 y	de	western-blot,	 con	el	objetivo	de	establecer	el	papel	del	
Ap4A	sobre	el	transporte	de	la	AQP1	a	la	membrana.	El	Ap4A	demostró	ser	capaz	de	
incrementar	 el	 tráfico	 de	 acuaporina	 hacia	 la	 membrana	 de	 manera	 dosis	
dependiente,	 mostrando	 un	 efecto	 máximo	 a	 los	 60	 minutos,	 logrando	
prácticamente	 duplicar	 los	 valores	 basales.	 Mediante	 estudios	 de	 silenciamiento	
génico,	 se	 demostró	 que	 dicho	 efecto	 era	 mediado	 por	 la	 activación	 de	 los	
receptores	P2Y2.	Debido	a	que	los	receptores	P2Y2	activan	diversos	mecanismos	de	
señalización	 intracelular	 secundarios,	 entre	 ellos	 la	 ruta	 PLC/PKC,	 quisimos	
comprobar	que	el	efecto	descrito	sobre	la	traslocación	a	la	membrana	era	mediado	
por	la	fosforilación	de	las	AQP1	a	través	de	PKC.	Para	ello	realizamos	una	serie	de	
ensayos	 farmacológicos	 con	 inhibidores	 de	 la	 vía,	 los	 cuales	 demostraron	 ser	
capaces	 de	 bloquear	 por	 completo	 el	 efecto	 máximos	 del	 Ap4A.	 Finalmente,	 se	
testaron	también	una	serie	de	 inhibidores	de	 la	polimerización	de	 la	 tubulina,	 los	
cuales	 al	 anular	 el	 efecto	 del	 Ap4A	 demostraron	 que	 los	 microtúbulos	 del	
citoesqueleto	están	implicados	en	tráfico	de	las	AQP1	a	la	membrana.	
Por	otro	 lado	quisimos	evaluar	el	efecto	de	Ap4A	sobre	 la	movilización	del	
ion	 cloruro,	 para	 lo	 cual	 se	 llevaron	 a	 cabo	 una	 serie	 de	 ensayos	
espectrofotométricos	 in	 vitro	 con	 la	 sonda	 fluorescente	MQAE	 sensible	al	 ion	Cl-.	
Dichos	ensayos	mostraron	que	el	Ap4A	es	capaz	de	incrementar	significativamente,	
en	aproximadamente	un	30%,	 la	 secreción	neta	de	Cl-	basal.	Aunque	 los	estudios	
farmacológicos	con	inhibidores	de	la	vía	PLC/PKC		parecen	indicar	que	dicho	efecto	
es	 mediado	 a	 través	 de	 la	 fosforilación,	 los	 estudios	 de	 antagonismo	 no	
confirmaron	 que	 el	 Ap4A	 estuviese	 actuando	 mediante	 la	 estimulación	 de	 los	
receptores	P2Y2.	
   Resumen	
	 3	
Por	 último,	 con	 el	 objetivo	 de	 caracterizar	 el	 origen	 de	 los	 niveles	
incrementados	de	Ap4A	debidos	al	aumento	de	 la	PIO,	 se	 realizaron	una	 serie	de	
ensayos	farmacológicos	in	vivo	e	in	vitro,	que	demostraron	la	implicación	del	canal	
iónico	 TRPV4,	 en	 los	 cuales	 se	 cuantificó	 la	 concentración	 de	 Ap4A	 mediante	
cromatografía	 líquida	de	alta	 resolución.	La	activación	 in	vivo	del	canal,	mediante	
















PIO,	 implicando	 una	 serie	 de	 mecanismos	 celulares,	 como	 la	 traslocación	 de	 la	
AQP1	hacia	la	membrana.	Así	mismo,	el	TRPV4	presente	en	las	células	del	epitelio	
no	 pigmentado,	 se	 comporta	 con	 un	mecanosensor,	 induciendo	 la	 liberación	 de	
Ap4A	mayoritariamente	a	través	de	la	panexina	1	como	respuesta	al	aumento	de	la	
PIO.	




damage	 of	 the	 optic	 nerve	 head	 and	 progressive	 retinal	 ganglion	 cells	 death	
(Downs	 et	 al.,	 2011;	 Quigley,	 2011;	 Soto	 et	 al.,	 2014).	 Currently,	 glaucoma	 is	 a	
leading	cause	of	irreversible	vision	loss	worldwide	(Pascolini	et	al.,	2012).	Increased	
intraocular	 (IOP)	pressure	 is	a	major	risk	 factor	of	glaucoma	development,	due	to	
anomalies	in	the	aqueous	humor	dynamics(Casson	et	al.,	2012).	
The	 expression	 of	 P2X	 and	 P2Y	 receptors	 has	 been	 described	 in	 the	main	
structures	 related	 to	 aqueous	 humor	 inflow	 and	 outflow,	 the	 ciliary	 precess	 and	
trabecular	meshwork	(Guzman-Aranguez	et	al.,	2013).	 	At	 the	same	time,	Ap4A,	a	
purinergic	receptor	agonist,	has	been	detected	in	the	aqueous	humor.	The	levels	of	
Ap4A	 were	 around	 15	 times	 higher	 in	 glaucomatous	 patients	 than	 in	 healthy	
individuals	(Castany	et	al.,	2011).		





Ap4A,	 due	 to	 an	 increased	 IOP,	 and	 the	possible	mechanosensor	participation	on	
this	 process.	 At	 the	 same	 time,	 the	 main	 mechanism	 for	 this	 release	 has	 been	
evaluated	and	characterized.		
In	 vivo	 pharmacology	and	gen	 silencing	assays,	performed	 in	New	Zealand	





ciliary	 processes,	 by	 immunocytochemistry	 and	western	 blot	 assays,	 showed	 the	




minutes,	 when	 trafficking	 was	 2-fold	 higher	 than	 control.	 Gen	 silencing	 assays	
demonstrated	 that	Ap4A	effect	was	mediated	by	activation	of	P2Y2	 receptor,	 and	
pharmacological	 inhibition	 studies	 confirmed	 that	 AQP1	 trafficking	 was	 PKC-
dependent	 since	 PKC	 and	 PLC	 inhibitors	 abolished	 Ap4A	 effect.	 Finally,	 the	
inhibitors	 of	 tubulin	 polymerization	 proved	 that	 AQP1	 translocation	 to	 plasma	
membrane	 mediated	 by	 P2Y2	 receptor	 was	 facilitated	 by	 microtubules	
cytoskeleton.	
On	 the	 other	 hand,	 we	 evaluated	 the	 Ap4A	 effect	 on	 chloride	 ion	
mobilization	by	in	vitro	spectrofotometric	assays	by	means	of	MQAE	dye.	Ap4A	was	





a	 rise	 on	 IOP,	 by	 means	 of	 high-performed	 liquid	 chromatography	 methods	
performed	in	vivo	and	in	vitro	assays.	The	activation	of	TRPV4	channel	was	involved	
on	this	release,	which	increased	3-fold	the	Ap4A	levels	in	the	aqueous	humor	in	in	
vivo	 studies	 mediated	 by	 IOP	 rise.	 Similarly,	 in	 vitro	 assays	 showed	 that	 TRP4	
activation	 increased	 2.32-fold	 the	 Ap4A	 levels	 on	 extracellular	 media	 in	 a	 dose-
dependent	manner.	 TRPV4	 blockers	 confirmed	 these	 in	 vivo	 and	 in	 vitro	 effects.	
Finally,	 we	 evaluated	 the	 main	 pathways	 for	 this	 dinucleotide	 release.	 The	
mechanism	 of	 Ap4A	 release	 triggered	 by	 TRPV4	 has	 turned	 out	 to	 be	more	 than	
60%	through	pannexin-1	and	remainder	through	vesicular	exocytosis.		
	
In	 conclusion	 of	 this	 PhD	 thesis,	 purinergic	 signalling	 is	 involved	 on	
intraocular	 hypertension.	 For	 the	 first	 time,	 it	 has	 been	 demonstrated	 that	 P2Y2	
receptor	 activation	 from	 ciliary	 processes,	mediated	 by	 Ap4A,	 produces	 a	 rise	 on	
Summary    
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1.	SISTEMA	VISUAL	
El	 ojo	 es	 considerado	 el	 órgano	 de	 la	 visión.	 Es	 una	 estructura	 altamente	
especializada	 en	 la	 fotorrecepción,	 proceso	mediante	 el	 cual	 la	 energía	 lumínica	
proveniente	 del	 entorno	 produce	 una	 serie	 de	 cambios	 en	 las	 células	 nerviosas	
especializadas	de	la	retina	(conos	y	bastones).	Estos	cambios	son	trasformados	en	
potenciales	nerviosos	de	acción	(fototransducción)	y	trasmitidos	a	las	áreas	visuales	
del	 cerebro	 a	 través	 del	 nervio	 óptico,	 donde	 dicha	 información	 es	 procesada,	
llevándose	 a	 cabo	 el	 complejo	 proceso	 conocido	 como	 visión	 (Forrester	 et	 al.,	
2015).	
El	resto	de	estructuras	oculares,	como	los	párpados,	músculos	extraoculares	




























































Figura	 I.1.	 Diagrama	 esquemático	 de	 una	 sección	 horizontal	 del	 ojo	 humano.	 La	 imagen	
muestra	una	representación	esquemática	de	las	principales	estructuras	del	ojo,	clasificadas	en	







la	 esclera	 y	 la	 córnea,	 unidas	 entre	 sí	 en	 una	 región	 denominada	 unión	 o	 limbo	
esclerocorneal.		
La	esclera	es	 la	más	sólida	y	 resistente	de	 las	membranas	oculares.	Es	una	
estructura	opaca,	relativamente	avascular,	formada	por	tejido	conectivo,	el	cual	le	
aporta	 una	 naturaleza	 viscoelástica.	 Su	 función	 es	 tanto	 proteger	 los	 elementos	
intraoculares	 como	 conferir	 al	 globo	 ocular	 las	 dimensiones	 apropiadas	 para	 la	
correcta	 función	 visual,	 incluso	 durante	 la	 contracción	 de	 los	 músculos	
extraoculares.	Es	dicha	naturaleza	viscoelástica	 la	que	 le	aporta	 la	 resistencia	a	 la	
tracción,	 la	extensibilidad	y	 la	 flexibilidad	necesarias	para	permitir	su	distensión	y	
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contracción	 cuando	 se	 producen	 variaciones	 en	 la	 presión	 intraocular	 (Asejczyk-
Widlicka	et	al.,	2008;	Kim	et	al.,	2014;	Thale	et	al.,	1993).		
La	 zona	 de	 transición	 entre	 la	 esclera	 y	 la	 córnea,	 denominado	 limbo	
esclerocorneal,	 tiene	 múltiples	 funciones,	 incluyendo	 la	 nutrición	 de	 la	 córnea	
periférica,	 la	 cicatrización	 corneal	 y	 la	 inmunovigilancia	 de	 las	 respuestas	 de	
hipersensibilidad	 de	 la	 superficie	 ocular.	 Además,	 en	 su	 parte	 posterior	 más	
interna,	se	encuentran	las	estructuras	implicadas	en	las	vías	de	drenaje	de	humor	





La	 principal	 función	de	 la	 córnea	 es	 refractiva,	 por	 lo	 que	 su	 transparencia	 es	 su	
principal	propiedad.	Para	mantener	dicha	transparencia,	la	córnea	es	avascular,	por	
lo	 que	 se	 nutre	 de	 la	 película	 lagrimal	 y	 del	 humor	 acuoso.	 Además	 posee	 un	
epitelio	regular	y	las	fibras	y	células	estromales	también	muestran	una	disposición	
regular,	dependientes	del	estado	de	hidratación,	el	metabolismo	y	 la	nutrición	de	
los	 elementos	 del	 estroma.	 Aunque,	 además	 de	 la	 función	 refractiva,	 al	 ser	 la	




La	 túnica	 vascular	 es	 una	 capa	 pigmentada	 vascular	 que	 se	 sitúa	 entre	 la	
túnica	 fibrosa	 más	 externa	 y	 la	 sensorial	 más	 interna.	 Está	 formada	 por	 dos	
estructuras,	 la	coroides	y	 la	úvea,	ésta	última	dividida	a	su	vez	en	 iris	y	el	cuerpo	
ciliar.	 Estos	 tres	 componentes	 son	continuos	entre	 sí	 y	 tienen	una	abertura	en	 la	
parte	más	anterior,	 es	decir	 en	el	 iris,	 que	 corresponde	a	 la	pupila,	 y	en	 la	parte	
más	posterior,		en	la	coroides,	a	nivel	del	canal	del	nervio	óptico.		




pigmentado	 contráctil	 que	 actúa	 como	 diafragma,	 regulando	 de	 esta	 forma	 la	
cantidad	 de	 luz	 que	 pasa	 a	 través	 de	 su	 apertura	 central	 denominada	 pupila.	 Se	
encuentra	 bañado	 por	 el	 humor	 acuoso	 presente	 en	 las	 cámaras	 anterior	 y	
posterior,	 unido	 por	 su	 raíz	 en	 el	 ángulo	 iridocorneal	 de	 la	 cámara	 anterior	 al	
cuerpo	ciliar	y	la	malla	trabecular	(Davis-Silberman	et	al.,	2008).	
El	 cuerpo	 ciliar	 es	 un	 anillo	 de	 tejido	 que	 se	 extiende	 desde	 el	 espolón	
escleral,	en	la	raíz	del	 iris,	hasta	la	ora	serrata	donde	continúa	con	la	coroides.	Se	
divide	en	dos	partes	principales,	la	pars	plana	más	posterior	y	la	pars	plicata	en	la	
parte	 más	 anterior.	 Dentro	 de	 su	 estructura	 se	 encuentran	 los	 procesos	 ciliares	
(pars	plicata),	responsables	de	la	producción	del	humor	acuoso,	y	el	músculo	ciliar	
(pars	plana),	un	anillo	de	musculatura	 lisa	unido	a	 las	 fibras	de	 la	zónula	de	Zinn,	
encargado	de	alterar	el	grado	de	acomodación	de	la	lente	(Levin	et	al.,	2011). 
La	coroides	es	la	porción	posterior	de	la	túnica	vascular,	se	extiende	desde	la	
ora	 serrata	 hasta	 la	 inserción	 del	 nervio	 óptico.	 Es	 una	 estructura	 muy	
vascularizada,	análoga	de	la	pia	aracnoides	del	cerebro,	situada	entre	la	esclera	y	la	





La	 túnica	neural	o	 sensorial	es	 la	 capa	más	 interna	del	globo	ocular	y	está	
formada	por	dos	estructuras,	la	retina	neurosensorial	y	el	epitelio	pigmentado	de	la	
retina	 (EPR).	 Esta	 capa	 está	 en	 el	 plano	 focal	 del	 sistema	 óptico	 del	 ojo	 y	 su	
principal	 función	es	 convertir	 la	 información	 recibida	del	entorno,	a	 través	de	 las	
estructuras	transparentes,	en	impulsos	nerviosos	que	se	transmiten	al	cerebro	para	
su	decodificación	y	análisis.		
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El	EPR	es	la	capa	más	externa	de	la	túnica	neural	y	se	encuentra	unido	a	la	





funciones	 físicas,	 pues	mantiene	 la	 adherencia	 de	 la	 retina	 neurosensorial.	 Y	 por	
último,	posee	también	funciones	metabólicas	y	de	transporte,	proporcionando	una	
barrera	 selectivamente	permeable	entre	 la	 coroides	 y	 la	 retina	neurosensorial,	 la	
cual	 favorece	 la	 fagocitosis	 de	 los	 conos	 y	 bastones,	 y	 el	 transporte	 y	
almacenamiento	de	metabolitos	y	vitaminas	(especialmente	vitamina	A)	(Martinez-
Morales	et	al.,	2004).		
La	 retina	 neurosensorial	 es	 una	 capa	 de	 tejido	 nervioso	 que	 se	 encuentra	
unida,	de	forma	débil,	al	EPR,	y	sólo	está	anclada	al	globo	ocular	a	nivel	de	la	ora	
serrata	 y	 del	 margen	 de	 la	 cabeza	 del	 nervio	 óptico.	 Su	 principal	 función	 es	
convertir	los	estímulos	de	luz	en	impulsos	neuronales.	Se	compone	de	varios	tipos	
de	 células	 entre	 las	 que	 predominan	 las	 células	 neuronales.	 También	 presentan	
células	 gliales,	 endotelio	 vascular,	 pericitos	 y	 microglia.	 Las	 principales	 células	
neuronales,	que	transmiten	impulsos	de	la	luz,	son	los	fotorreceptores,	las	células	
bipolares	 y	 células	 ganglionares,	 y	 su	 actividad	 es	 modulada	 por	 otros	 tipos	 de	
células	neuronales	como	las	células	horizontales	y	células	amacrinas.	Estas	células	
están	 dispuestas	 de	 manera	 altamente	 organizada,	 en	 ocho	 capas	 distintas	 que	
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1.1.4			Cámaras	oculares	
Las	 tres	 túnicas	 que	 conforman	 la	 estructura	 del	 globo	 ocular	 están	
dispuestas	de	tal	manera	que	dentro	del	ojo	delimitan	diferentes	cavidades,	en	las	
cuales	se	encuentran	el	cristalino,	el	humor	vítreo	y	el	humor	acuoso	(Figura	I.1).		




El	 cristalino	 es	 una	 lente	 biconvexa	 avascular	 y	 transparente	 que	 se	
encuentra	 en	 el	 segmento	 anterior,	 situado	 entre	 el	 iris	 y	 el	 humor	 vítreo.	 Es	 la	
segunda	estructura	principal	en	la	función	refractiva	del	globo	ocular.	Su	principal	
característica	es	la	elasticidad,	pudiendo	modificar	su	curvatura	durante	el	proceso	




















segmento	 anterior	 del	 ojo,	 tanto	 la	 cámara	 anterior	 como	 la	 posterior.	 Tiene	
múltiples	 funciones	 fisiológicas.	 Por	 un	 lado	 contribuye	 a	 mantener	 un	 correcto	
metabolismo	ocular,	al	 facilitar	el	aporte	de	oxígeno	y	nutrientes	necesarios	para	
todas	 aquellas	 estructuras	 avasculares	 que	 son	 bañadas	 por	 él	 mismo,	 como	 la	
córnea	y	el	cristalino,	y	al	mismo	tiempo	favorece	la	eliminación	de	los	productos	
de	 desecho	 del	 metabolismo.	 Además,	 actúa	 también	 como	 transportador	 no	
específico	de	citoquinas,	 inmunoglobulinas	y	neurotransmisores.	Por	otro	 lado,	al	
ser	 transparente	 y	 poseer	 un	 índice	 de	 refracción	 de	 1.33,	 es	 considerado	 un	
componente	importante	del	sistema	óptico	refractivo	del	ojo.	Pero	más	importante	





El	 humor	 acuoso	 está	 compuesto	 predominantemente	 por	 electrolitos	
(iones	 orgánicos	 e	 inorgánicos),	 carbohidratos,	 glutatión,	 urea,	 aminoácidos,	
proteínas,	oxígeno,	dióxido	de	carbono	y	agua	(Dickinson	et	al.,	1968).	Aunque	el	
contenido	del	humor	acuoso	procede	de	los	capilares	fenestrados	presentes	en	el	
estroma	 de	 los	 procesos	 ciliares,	 su	 composición	 es	 diferente	 de	 la	 del	 plasma	
sanguíneo.	 Las	principales	diferencias	 son	una	menor	 concentración	de	proteínas	
en	el	humor	acuoso	respecto	al	plasma	sanguíneo,	unas	200	veces	menos,	siendo	la	
principal	 la	 albúmina	 (Krause	 et	 al.,	 1969),	 y	 unas	 mayores	 concentraciones	 de	
ácido	 ascórbico	 en	 el	 humor	 acuoso,	 entre	 20	 y	 50	 veces	más	 que	 en	 el	 plasma	
(Taylor	et	al.,	1991).	Se	ha	demostrado	que	la	función	de	la	elevada	concentración	
de	 ácido	 ascórbico	 es	 proteger	 a	 las	 estructuras	 oculares	 anteriores,	 como	 el	
cristalino,	de	los	daños	inducidos	por	la	radiación	ultravioleta	(Reddy	et	al.,	1998).	





en	 mayores	 concentraciones	 en	 el	 humor	 acuoso	 respecto	 al	 plasma	 es	 el	 ion	
cloruro	(Kinsey,	1949).	
Además,	 la	composición	del	humor	acuoso	incluye	otros	compuestos	como	
hormonas	 sexuales	 esteroideas,	 enzimas	 tales	 como	 la	 anhidrasa	 carbónica	 y	 la	
lisozima,	y	citoquinas	tales	como	el	factor	de	crecimiento	TGF-β.	También	contiene	
niveles	 muy	 bajos	 de	 neurotransmisores	 como	 la	 adrenalina,	 noradrenalina	 y	 la	
dopamina,	 inmunoglobulinas,	 prostaglandinas	 y	 nucleótidos	 cíclicos	 que	 están	
presentes	 en	 solución	 acuosa	 normal,	 aunque	 la	 fuente	 de	 estos	 compuestos	 es	
incierta.	Así	mismo,	se	encontraron	cantidades	detectables	de	ácido	hialurónico,	el	
cual	parece	tener	un	papel	regulador	de	la	presión	intraocular,	ya	que	es	capaz	de	





Hasta	 principios	 del	 siglo	 XX	 se	 consideraba	 que	 el	 humor	 acuoso	 era	 un	
líquido	sin	movimiento	(Sëidel,	1921).	Sin	embargo,	actualmente	se	sabe	que	es	un	
líquido	que	 se	encuentra	en	continua	 formación	y	drenaje.	Concretamente,	en	el	
ser	 humano	 el	 ratio	 de	 producción	 de	 humor	 acuoso	 llevado	 a	 cabo	 por	 los	
procesos,	en	ojos	sanos,	es	de	2-3	μl/min	(Levin	et	al.,	2011).	
2.2.1				Procesos	ciliares	
El	 cuerpo	 ciliar	 es	una	estructura	muy	 vascularizada,	 debido	a	que	una	de	
sus	 funciones	 principales	 es	 la	 formación	 del	 humor	 acuoso.	 Es	 un	 tejido	
multicelular	 formado	 por	 una	 bicapa	 de	 células	 neuroepiteliales	 secretoras,	 un	
estroma	 subyacente	 que	 contiene	 vasos	 sanguíneos	 y	 células	 de	 músculo	 liso	
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postsináptico	 inervadas	 por	 fibras	 nerviosas	 simpáticas	 y	 adrenérgicas.	 Los	
procesos	 ciliares,	 que	 forman	 parte	 de	 la	 pars	 plicata	 del	 cuerpo	 ciliar,	 se	
encuentran	 separados	de	 la	 cámara	posterior	 por	una	doble	 capa	de	 células	que	
conforma	el	epitelio	ciliar.	Es	en	el	epitelio	ciliar	donde	se	lleva	a	cabo	la	formación	
del	humor	acuoso.	El	epitelio	ciliar,	como	ya	hemos	dicho,	es	una	bicapa	de	células	
epiteliales,	 la	 capa	 de	 epitelio	 ciliar	 no	 pigmentado	 (NPE),	 situada	 más	
internamente	en	el	globo	ocular	y	en	contacto	directo	con	el	humor	acuoso,	y	 la	
capa	de	epitelio	ciliar	pigmentado	(PE),	situada	más	externamente,	entre	el	NPE	y	
el	 estroma	 ciliar	 (Figura	 I.2).	 Las	 dos	 capas	 se	 enfrentan	 entre	 sí	 mediante	 sus	
membranas	apicales	(Levin	et	al.,	2011).	
El	 PE	 de	 los	 procesos	 ciliares	 se	 corresponden	 con	 la	 continuación	 del	
epitelio	 pigmentado	 de	 la	 retina.	 Los	 procesos	 ciliares	 son	 una	 serie	 de	
invaginaciones,	 cuyos	 repliegues	 permiten	 al	 PE	 tener	 una	 mayor	 superficie	 de	
contacto	con	el	estroma,	y	por	lo	tanto	mayor	interacción	con	el	plasma	(Edelman	
et	 al.,	 1994).	 Las	 células	 del	 PE	 son	 cuboides,	 contienen	 numerosos	 gránulos	 de	
pigmento,	 pero	 menos	 mitocondrias	 en	 relación	 a	 las	 células	 NPE,	 y	 numerosas	
interdigitaciones	y	uniones	comunicantes	(gap	junctions)	en	los	bordes	laterales	de	
las	 células	 y	 en	 la	 zona	 apical,	 permitiendo	 el	 intercambio	 de	 iones	 y	moléculas	
entre	ambas	capas	celulares	(Levin	et	al.,	2011).	
El	 NPE	 de	 los	 procesos	 ciliares	 se	 corresponden	 con	 la	 continuación	 de	 la	
retina	 neurosensorial.	 Al	 igual	 que	 las	 células	 del	 PE,	 poseen	 numerosas	
invaginaciones	 en	 la	 membrana	 basal,	 e	 interdigitaciones	 en	 las	 superficies	
laterales,	con	el	objetivo	de	aumentar	el	área	de	la	superficie	de	contacto	con	las	
células	 del	 PE,	 característico	 de	 los	 epitelios	 secretores	 relacionados	 con	 el	
transporte	de	fluidos	(Levin	et	al.,	2011).	Las	células	del	NPE	tienen	una	morfología	
cilíndrica	y	poseen	características	que	demuestran	que	se	 trata	de	células	con	un	


































Figura	 I.2.	 Cuerpo	 ciliar.	 A)	 Sección	 histológica	 del	 cuerpo	 ciliar,	 mostrando	 las	 dos	
regiones,	pars	plana	(PP)	y	pars	plicata	(PPL),	que	incluye	procesos	ciliares,	músculo	ciliar	(CM),	
Iris	 (I)	 y	 canal	de	 Schlemm	 (S).	 45X	B)	Microfotografía	electrónica	de	barrido	de	 la	 superficie	
interior	de	los	procesos	ciliares	(CP)	y	el	iris	(I)	45X	.	Las	flechas	en	las	imágenes	A	y	B,	indican	
las	fibras	zonulares.	C)	Microfotografía	electrónica	del	epitelio	pigmentado	(PE)	y	el	epitelio	no	






cuatro	 fases	para	 llevarse	 a	 cabo.	 En	primer	 lugar,	 debe	 llegar	 el	 flujo	 sanguíneo	
hasta	 los	 capilares	 fenestrados	 de	 los	 procesos	 ciliares.	 A	 partir	 del	 plasma	
procedente	de	dichos	 capilares	 se	 genera	un	ultrafiltrado	hacia	 el	 estroma,	 en	el	
interior	de	los	espacios	intersticiales	entre	los	vasos	y	el	epitelio	ciliar.	Los	solutos	
del	ultrafiltrado	atraviesan	el	epitelio	ciliar	hacia	la	cámara	posterior,	y	finalmente,	
son	 acompañados	 por	 un	 flujo	 pasivo	 de	 agua	 siguiendo	 el	 gradiente	 osmótico	
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de	 la	 mayor	 parte	 del	 plasma	 sanguíneo	 a	 través	 del	 endotelio	 de	 los	 capilares	
fenestrados	hacia	el	estroma	ciliar	(Bill,	1973).		
Estos	 procesos	 pasivos	 son	 los	 responsables	 de	 la	 formación	 de	 un	
“reservorio”	del	ultrafiltrado	plasmático	en	el	estroma	de	los	procesos	ciliares.		
El	 epitelio	 ciliar	 mediante	 secreción	 activa	 de	 los	 solutos	 del	 ultrafiltrado	
hacia	 la	 cámara	 posterior,	 en	 contra	 del	 gradiente,	 implicando	 por	 tanto	 un	
consumo	 de	 energía,	 es	 el	 responsable	 de	 la	 formación	 del	 humor	 acuoso	 en	 sí	
(Forrester	et	al.,	2015;	Goel	et	al.,	2010;	Levin	et	al.,	2011).	Se	ha	descrito	que	 la	
formación	 del	 humor	 acuoso	 mediante	 el	 mecanismo	 de	 transporte	 activo	 es	




El	 proceso	 activo	 de	 la	 secreción	 del	 humor	 acuoso	 está	 mediado	 por	 el	
transporte	selectivo	de	iones	y	sustancias	a	través	de	la	membrana	basolateral	de	
las	 células	 del	 NPE	 en	 contra	 de	 un	 gradiente	 de	 concentración	 hacia	 la	 cámara	
posterior	 (Figura	 I.3).	 Para	 que	 este	 proceso	 pueda	 llevarse	 a	 cabo,	 antes,	 los	



















electrolitos,	 principalmente	 el	Na+	 y	 Cl-,	 deben	 ser	 transferidos	 desde	 el	 estroma	
hacia	el	PE	a	 través	de	transportadores	eléctricamente	neutros,	como	 los	canales	
anti-porte	Cl-/HCO3-	o	el	Na+/H+.	En	un	segundo	paso,	estos	solutos	atravesarán	el	
PE	 hacia	 el	 NPE	 por	 medio	 de	 las	 uniones	 comunicantes	 (Gap	 junctions),	 para	












Figura	 I.3.	 Modelo	 de	 la	 formación	 del	 humor	 acuoso	 en	 los	 procesos	 ciliares.	
Representa	 el	 proceso	 de	 formación	 del	 humor	 acuoso,	 desde	 la	 creación	 del	 ultrafiltrado	 a	
partir	del	plasma	procedente	del	capilar	fenestrado,	su	posterior	difusión	y	ultrafiltración	hacia	
el	 NPE	 atravesando	 el	 PE,	 hasta	 su	 secreción	 activa	 hacia	 cámara	 posterior	 desde	 las	
membranas	basales	del	NPE	.	Modificado	de	(Forrester	et	al.,	2015)	
2.2.3.1				Uniones	intercelulares	
Existen	uniones	 intercelulares	 tanto	entre	 las	células	PE,	o	 las	células	NPE,	
como	entre	ambos	tipos	celulares.	Estas	uniones	son	vitales	para	permitir	el	paso	
de	los	solutos	procedentes	del	reservorio	del	ultrafiltrado	en	el	estroma.	




hemicanales,	 cada	 uno	 de	 los	 cuales	 está	 formado	 a	 su	 vez	 por	 6	 proteínas	
intrínsecas	de	membrana	denominadas	conexinas.	Estas	uniones	requieren	que	las	
membranas	 de	 las	 dos	 células	 estén	 próximas,	 de	 forma	 que	 permita	 el	
intercambio	directo	de	citosol	a	citosol	de	iones	y	moléculas	de	hasta	1000	kDa	de	
peso	molecular.	Se	ha	demostrado	que	este	tipo	de	uniones	está	presente	tanto	en	
las	 células	 NPE	 como	 en	 las	 PE	 y	 que	 su	 presencia	 se	 incrementa	 entre	 ambas	
membranas	 apicales,	 indicando	 la	 existencia	 de	 una	 comunicación	 directa	 entre	
ambos	epitelios.	Concretamente,	se	ha	descrito	la	existencia	de	las	conexinas	Cx40	
y	 Cx42	 en	 las	 uniones	 NPE-PE,	 y	 de	 Cx26	 y	 Cx31	 entre	 las	 uniones	 NPE-NPE	 del	
epitelio	ciliar	de	rata	(Coffey	et	al.,	2002),	 la	 identidad	de	las	Gap	junctions	en	las	
uniones	PE-PE	aún	no	está	clara.	Por	lo	cual,	las	gap	junction	actúan	como	una	vía	







baja	 concentración	 de	 proteínas	 presentes	 en	 el	 humor	 acuoso	 en	 relación	 al	
plasma	 sanguíneo	 (Smith	 et	 al.,	 1983).	 Las	 principales	 funciones	 de	 las	 tight	
junctions	son	limitar	el	paso	de	sustancias	a	través	del	espacio	intercelular	desde	el	
estroma	 ciliar	 hasta	 la	 cámara	 posterior,	 y	 mantener	 la	 diferencia	 de	 potencial	
transepitelial	a	través	del	epitelio	ciliar,	necesarios	para	la	absorción	y/o	secreción	
de	solutos	(To	et	al.,	2002).		




el	Cl-,	 siendo	el	 anión	 cloruro	el	principal	 electrolito	 secretado	por	 las	 células	del	
NPE	 (Civan	 et	 al.,	 2004;	 Coca-Prados	 et	 al.,	 1997).	 Cualquier	 variación	 en	 el	
contenido	de	estos	iones	podría	generar	importantes	efectos	fisiológicos	debido	a	
los	 cambios	 osmóticos	 inducidos.	 Algunos	 autores	 han	 propuesto	 un	 modelo	
unidireccional	de	secreción	activa	de	los	solutos,	el	cual	gira	en	torno	al	transporte	
del	 NaCl,	 considerando	 que	 el	 resto	 de	 solutos	 se	 trasferirá	 posteriormente	
siguiendo	el	gradiente	osmótico	(Civan	et	al.,	2004).	
2.2.3.2.1					Transporte	de	Cl-	
El	 ion	 cloruro,	 como	 ya	 hemos	 mencionado,	 es	 el	 principal	 electrolito	









La	 mayoría	 de	 los	 simportes	 Na+-K+-2Cl-	 se	 localizan	 a	 lo	 largo	 de	 la	
membrana	basolateral	de	 las	células	PE	en	el	área	de	 la	pars	plicata	 (Dunn	et	al.,	
2001).	Este	canal	permite	tanto	la	entrada	como	la	salida	de	iones	de	una	manera	
eléctricamente	neutra,	en	la	mayoría	de	los	casos	2	Cl-,	1	Na+	y	1	K+	(Suvitayavat	et	








al.,	2000;	Helbig	et	al.,	1989a).	Curiosamente,	esta	 reducción	en	 la	 formación	del	
humor	acuoso	debida	a	la	inhibición	del	canal	se	debe	no	sólo	a	una	disminución	en	
la	 secreción	del	 cloro,	 sino	a	que	al	mismo	 tiempo	se	produce	un	aumento	en	 la	
reabsorción	del	mismo	por	parte	del	estroma	hacia	el	torrente	sanguíneo	(Crook	et	
al.,	2000;	Do	et	al.,	2000;	Kong	et	al.,	2006)(57,	101,	102).		




por	 parte	 del	 epitelio	 (Counillon	 et	 al.,	 2000).	 El	 remplazo	 en	 estos	 canales	
antiportes	 puede	 acelerarse	 a	 través	 de	 la	 enzima	 anhidrasa	 carbónica	 (CA),	 que	
como	se	describirá	más	adelante,	cataliza	 la	 formación	reversible	de	H+	y	HCO3-	a	
partir	de	CO	y	agua	(Meldrum	et	al.,	1933).	Concretamente,	la	CA	II,	que	es	de	tipo	





Ambos	 conjuntos	 de	 transportadores	 eléctricamente	 neutros	 son	
responsables	 de	 la	 absorción	 del	 NaCl	 del	 estroma	 por	 parte	 de	 las	 células	 PE,	
aunque	sus	contribuciones	relativas	varían	en	función	de	la	especie	estudiada.	Por	
ejemplo,	mientras	que	en	bovinos	se	considera	que	la	implicación	de	ambas	vías	es	
la	 misma	 (Do	 et	 al.,	 2000;	 Kong	 et	 al.,	 2006),	 en	 conejos	 los	 intercambiadores	
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Ø Transporte	del	ion	Cl-	desde	el	PE	hasta	las	células	del	NPE	
Las	 uniones	 comunicantes	 de	 tipo	 Gap,	 como	 ya	 hemos	 mencionado,	
conforman	 la	 ruta,	 tanto	para	el	 intercambio	de	 solutos	 como	de	agua,	entre	 las	
células	 del	 PE	 y	 del	 NPE	 así	 como	 entre	 las	 células	 adyacentes	 dentro	 de	 cada	
epitelio.	 La	 inhibición	 de	 las	 conexinas	 que	 conforman	 las	 uniones	 comunicantes	




El	 flujo	 del	 ion	 cloruro	 a	 través	 de	 las	 NPE	 es	 el	 último	 proceso	 en	 la	
secreción	 activa	 de	 Cl-,	 y	 algunos	 autores,	 como	 Civan	 y	 colaboradores,	 han	
sugerido	que	 los	canales	de	cloro	de	 la	membrana	basolateral	de	 las	NPE	son	 los	
principales	limitantes	de	la	formación	del	humor	acuoso	(Civan	et	al.,	2004).		
La	actividad	de	los	canales	de	Cl-	del	NPE	puede	ser	estimulada	por	una	serie	
de	 procesos,	 como	 el	 aumento	 de	 volumen	 celular	 debido	 a	 la	 hipotonicidad	
(Yantorno	et	al.,	1992;	Zhang	et	al.,	1997),	 la	acción	del	AMPc	(Chen	et	al.,	1994;	
Chen	 et	 al.,	 1997;	 Edelman	 et	 al.,	 1995),	 la	 inhibición	 de	 la	 actividad	 de	 la	 PKC	
(Coca-Prados	 et	 al.,	 1995;	 Shi	 et	 al.,	 2002)	 y	 la	 estimulación	 de	 receptores	 de	
adenosina	tipo	3	(A3)	(Carré	et	al.,	2000;	Mitchell	et	al.,	1999a).	En	la	actualidad	la	
identificación	de	los	canales	de	Cl-	de	las	células	NPE	aún	no	está	claro,	aunque	al	
menos	 se	 conoce	 la	 actividad	 de	 dos	 tipos	 de	 canales	 que	 pueden	 ser	 regulados	
negativamente	por	PKC	y	activados	por	un	aumento	de	volumen	(swelling),	como	
son	 los	 canales	ClC-3	 y	pICln	 (Coca-Prados	 et	 al.,	 1995;	 Zhang	 et	 al.,	 1997).	Varios	
autores	 han	 evidenciado	 que	 el	 canal	 dominante	 para	 la	 secreción	 activa	 de	 Cl-	
parecía	ser	el	ClC-3	(Coca-Prados	et	al.,	1996),	aunque	la	función	de	dicho	canal	es	
controvertida.	 Sin	 embargo,	 aunque	 su	 bloqueo	 produce	 una	 reducción	 del	 flujo	
neto	 de	 Cl-,	 algunos	 autores,	 basándose	 en	 la	 función	 de	 estos	 canales	 en	 otros	
tejidos,	han	postulado	que	el	ClC-3	puede	no	ser	el	principal	canal	encargado	de	la	
secreción	de	Cl-	(Do	et	al.,	2005;	Vessey	et	al.,	2004).	Al	mismo	tiempo,	aunque	el	
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canal	pICln	en	un	principio	se	consideró	como	otra	vía	relacionada	con	la	secreción	
de	 cloro	 mediada	 por	 cambios	 en	 la	 regulación	 del	 volumen	 celular,	 Civan	 y	
colaboradores	sugirieron	que	no	era	un	canal	principal,	sino	que	su	función	podía	




de	Na+	y	K+.	Habitualmente	 se	encuentra	unida	a	 la	membrana	plasmática	de	 los	
pliegues	basolaterales	tanto	del	PE	como	del	NPE	de	los	procesos	ciliares,	aunque	
su	expresión	es	máxima	en	las	células	del	NPE	(Usukura	et	al.,	1988).	Esta	enzima	es	











El	 transporte	del	 ion	HCO3-	 tiene	un	 importante	papel	 en	 la	 formación	del	
humor	acuoso,	pero	aunque	en	un	principio	se	consideró	el	principal	ion	implicado,	
actualmente	 se	 ha	 consensuado	 que	 su	 implicación	 en	 la	 formación	 del	 humor	
acuoso	en	primates	es	mediante	la	modulación	de	la	secreción	de	Cl-	(Coca-Prados	
et	 al.,	 1987;	 To	 et	 al.,	 2001).	 El	 HCO3-	 constituye	 tan	 sólo	 el	 20-25%	 de	 la	
composición	aniónica	total	del	humor	acuoso	(To	et	al.,	2001).		




$$ $ $$$ +$$+$$HCO3($$$3$$$
La	anhidrasa	carbónica	(CA)	juega	un	papel	crucial,	directa	o	indirectamente,	
en	la	regulación	de	la	movilización	de	dicho	ion	a	través	del	epitelio	ciliar	(Maren,	




Las	 CAs	 participan	 en	 una	 serie	 de	 funciones	 fisiológicas	 tales	 como	 la	
regulación	del	 pH	o	 el	 transporte	de	CO	 y	HCO3-	 (Sly	 et	 al.,	 1995).	 Tanto	 la	 CA	 II	






transporte	 de	 	 HCO3-	 es	 regulado	 por	 Na+.	 Aunque	 la	 principal	 vía	 de	 salida	 del	
HCO3-	 a	 la	 cámara	 posterior	 es	 mediante	 el	 cotransportador	 antiporte	 Cl-/HCO3-	
(Wolosin	et	al.,	1991;	Wolosin	et	al.,	1993).	





hecho	 particular,	 el	 uso	 de	 inhibidores	 de	 las	 CA	 produce	 diferentes	 resultados	
dependiendo	de	la	especie.	En	aquellas	especies	con	concentraciones	elevadas	de	
HCO3-	provocaron	disminuciones	en	el	flujo	neto	de	HCO3-	el	cual	fue	sustituido	por	
un	 aumento	 en	 el	 flujo	 neto	 de	 Cl-,	 y	 al	 contrario	 en	 aquellas	 especies	 con	 altos	
niveles	 de	 Cl-	 en	 el	 humor	 acuoso.	 Sin	 embargo,	 en	 ambos	 casos	 se	 redujo	 la	
formación	del	humor	acuoso	y	la	PIO	(Kishida	et	al.,	1986;	Rosenberg	et	al.,	1998;	






humor	 acuoso	 es	 significativamente	 mayor	 que	 en	 el	 plasma	 sanguíneo	 en	 la	
mayoría	de	las	especies.	En	los	conejos	su	concentración	llega	a	ser	entre	50	o	70	
veces	mayor	que	en	el	plasma	sanguíneo	(Kinsey,	1953).	Además,	el	hecho	de	que	
su	 concentración	 sea	 mayor	 en	 animales	 diurnos	 que	 en	 nocturnos	 estaría	




Na+	a	 través	de	 la	membrana	plasmática	 (2	 iones	Na+	por	cada	AA)	 (Delamere	et	
al.,	1987;	Helbig	et	al.,	1989a).	
2.2.3.4				Transporte	de	agua.	Acuaporinas	




Las	acuaporinas	 (AQPs)	 son	una	 importante	 familia	de	proteínas	 integrales	
de	 membrana,	 presentes	 en	 prácticamente	 todos	 los	 seres	 vivos,	 que	 juegan	
importantes	 funciones	 biológicas	 regulando	 el	 movimiento	 de	 agua	 de	 manera	
bidireccional	a	favor	de	un	gradiente	iónico.	Desde	el	descubrimiento	de	la	primera	
acuaporina	 (AQP1)	 (Preston	 et	 al.,	 1992)	 se	 han	 identificado	 12	 miembros	 más,	
detalladas	en	la	tabla	I.1,	las	cuales	se	subdividen	a	su	vez	en	acuaporinas	clásicas	
(AQP0,	1,	2,	4,	5,	6,	8	y	AQPZ	del	E.coli)	y	acuagliceroporinas	(AQP3,	7,	9,	10	y	GlpF	
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del	 E.	 coli),	 según	 sean	 permeables	 únicamente	 al	 agua,	 permitiendo	 el	 paso	 de	
millones	de	moléculas	de	agua	por	segundo,	o	además	actúen	como	canales	para	
pequeñas	moléculas	 como	el	 glicerol,	 la	urea	y	 ciertos	 iones	en	 casos	específicos	
(King	 et	 al.,	 2004).	 La	 funcionalidad	 de	 estos	 canales	 puede	 ser	 regulada	 por	










































































AQP10	 Duodeno,	yeyuno	 Control	metabólico	 ?	
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Las	 acuaporinas,	 con	 un	 peso	 de	 aproximadamente	 30kDa/monómero,		
están	 formadas	 por	 una	 cadena	 peptídica	 simple,	 de	 aproximadamente	 270	
aminoácidos,	compuesta	por	seis	dominios	transmembrana	(DTM)	con	una	simetría	
invertida	entre	 los	 tres	primeros	dominios	 y	 los	 tres	últimos.	 Según	 la	 estructura	
del	modelo	en	reloj	de	arena,	descrita	para	la	AQP1,	entre	los	DTM	2	y	3	y	entre	el	
5	 y	 6,	 estas	 proteínas	 presentan	 dos	 motivos	 repetidos	 de	 aspártico,	 prolina	 y	
alanina,	que	al	plegarse	sobre	sí	mismas	constituirían	el	poro	en	el	canal	de	ambos	
reservorios	del	 reloj	 de	arena,	permitiendo	el	 paso	de	 selectivo	agua	a	 través	de	
dicho	 canal	 (Figura	 I.4).	 (Agre	 et	 al.,	 2002).	 Para	 poder	 ser	 funcionales	 deben	










Figura	 I.4.	Representación	esquemática	de	 la	estructura	de	 la	AQP1.	En	 la	parte	superior	se	
muestra	un	esquema	representativo	de	un	monómero	de	AQP1	en	la	membrana	plasmática,	y	
la	 organización	 mediante	 el	 replegamiento	 formando	 la	 estructura	 de	 reloj	 de	 arena	
(hourglass)	 necesaria	 para	 constituir	 el	 poro	 del	 canal.	 La	 organización	 espacial	 de	 la	
acuaporina	en	la	membrana	es	en	forma	de	tetrámero,	formando	un	poro	por	cada	subunidad	
constituyente,	como	se	representa	en	la	imagen	inferior	derecha.		
























de	 diversas	 células	 y	 tejidos	 implicados	 en	 importantes	 funciones	 biológicas,	 de	
carácter	ocular,	intestinal,	pulmonar	y	nervioso,	entre	otros.	Además	se	ha	descrito	
cómo	en	 los	 seres	 humanos	 la	 cantidad	 y	 calidad	de	 las	 acuaporinas	 pueden	dar	
lugar	a	desequilibrios	en	los	procesos	biológicos	relacionados	con	la	hidratación,	y	
se	 las	 ha	 asociado	 por	 lo	 tanto	 con	 la	 fisiopatogénesis	 de	 ciertas	 enfermedades	
(Tabla	I.1).		
2.2.3.4.1.1					Acuaporinas	en	el	ojo	
Como	se	muestra	en	 la	 figura	 I.5,	en	el	ojo	se	expresan	varios	 subtipos	de	
acuaporinas	 en	 los	 diferentes	 tejidos	 oculares	 relacionados	 con	 el	 transporte	 de	












  Introducción 	
	 31	
A	 nivel	 de	 la	 glándula	 lagrimal	 se	 expresan	 varios	 tipos	 de	 acuaporinas,	 la	
AQP1	 en	 el	 endotelio	 microvascular,	 la	 AQP3	 en	 el	 epitelio	 basal	 de	 las	 células	
acinares,	la	AQP4	en	el	epitelio	ductal	y	la	AQP5	en	el	epitelio	apical	de	las		células	




de	 acuaporinas,	 la	 AQP1,	 la	 AQP3	 y	 la	 AQP5,	 que	 han	mostrado	 tener	 un	 papel	
importante	en	 la	modulación	del	 contenido	en	agua,	necesario	para	preservar	 su	
transparencia.	Todas	constituyen	las	rutas	principales	para	el	transporte	de	agua	a	
través	 de	 las	 barreras	 endoteliales	 (AQP1)	 y	 epiteliales	 (AQP5,	 AQP3),	 cuya	
inhibición	 (probada	 en	 ensayos	 con	 modelos	 animales	 knock-out	 para	 cada	
proteína)	provocaron	pérdida	de	la	transparencia	corneal	(Jester	et	al.,	2001;	Levin	
et	 al.,	 2006;	 Li	 et	 al.,	 1997;	 Thiagarajah	 et	 al.,	 2002).	 Además	 de	 preservar	 la	
transparencia,	otra	de	 las	 funciones	principales	de	 la	AQP3	es	 la	 regulación	de	 la	
reepitelización	corneal	(Levin	et	al.,	2006).	
El	 cristalino	 es	 la	 otra	 estructura	 avascular	 en	 la	 cual	 la	 regulación	 del	
transporte	 de	 agua	 es	 vital	 para	 preservar	 su	 transparencia.	 Se	 ha	 confirmado	 la	
presencia	de	AQP1	y	AQP0	en	el	epitelio	de	la	capsula	y	en	las	fibras	cristalinianas,	
respectivamente.	 Las	 deficiencias	 en	 ambas	 AQP	 están	 relacionadas	 con	 la	
opacificación	 del	 cristalino.	Mientras	 que	 la	 reducción	 o	 deficiencia	 de	 la	 	 AQP1	
está	 relacionada	 con	 una	 aceleración	 en	 el	 proceso	 de	 formación	 de	 cataratas	
(Ruiz-Ederra	 et	 al.,	 2006),	 las	mutaciones	 en	 la	 AQP0	 están	 relacionadas	 con	 las	
cataratas	congénitas	(Shiels	et	al.,	2001).	
También	se	ha	descrito	la	importancia	de	las	acuaporinas	en	el	control	de	la	
PIO	 mediante	 la	 regulación	 de	 la	 dinámica	 del	 humor	 acuoso.	 En	 este	 sentido,	
aunque	se	ha	detectado	la	presencia	de	AQP1	tanto	en	las	estructuras	relacionadas	
con	 la	 producción	 del	 humor	 acuoso	 (NPE	 de	 los	 procesos	 ciliares)	 como	 en	 las	
relacionadas	 con	 la	 vía	 de	 drenaje	 convencional	 (malla	 trabecular	 y	 canal	 de	
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Schlemm),	 varios	 estudios	han	 concluido	que	 la	AQP1	no	está	 relacionada	 con	el	
drenaje	del	humor	acuoso	 (Brandt	 et	al.,	 1999;	Zhang	 et	al.,	 2002).	 Sin	embargo,	
tanto	 la	 AQP1	 como	 la	 AQP4	 se	 encuentran	 expresadas	 en	 los	 procesos	 ciliares,	










la	 cabeza	 del	 nervio	 óptico.	 Su	 principal	 función	 parece	 estar	 relacionada	 con	 la	
transducción	de	la	señal	retiniana	entre	las	células	de	Müller	y	las	células	bipolares	
de	 la	 retina	 (Da	et	al.,	2004;	Nagelhus	et	al.,	1999).	Además	se	ha	demostrado	 la	
presencia	 de	 la	 AQP1	 en	 los	 fotorreceptores,	 las	 células	 amacrinas	 y	 las	 células	
Müller	 (Farjo	 et	 al.,	 2008)	 y	 la	 AQP0	 en	 las	 células	 bipolares	 (Farjo	 et	 al.,	 2008;	





El	 humor	 acuoso	 formado	 en	 los	 procesos	 ciliares	 en	 la	 cámara	 posterior,	
atraviesa	la	pupila	hasta	llegar	a	la	cámara	anterior,	dónde	es	evacuado	a	través	del	
sistema	de	drenaje.	Anatómicamente	el	sistema	de	drenaje	del	humor	acuoso	está	
formado,	 fundamentalmente,	 por	 las	 estructuras	 presentes	 en	 el	 ángulo	
iridocorneal	(Figura	I.6).		






















































Figura	 I.6.	Ángulo	 iridocorneal:	Vías	 implicadas	en	el	drenaje	del	humor	acuoso.	A)	 Imagen	
esquemática	del	globo	ocular.	B)	Fotografía	macroscópica	(50X)	del	segmento	anterior	del	ojo	
de	un	primate,	dónde	se	indica	la	posición	del	limbo	pigmentado	(L),	córnea	(C),	el	cuerpo	ciliar	
(CB),	 los	procesos	 ciliares	 (CP),	 la	 zónula	de	 Zinn	 (LZ)	 y	 el	 borde	pupilar	 (MP).	Modificado	de	
(Forrester	 et	 al.,	 2015)	 D)	Esquema	 representativo	 de	 las	 vías	 de	 drenaje	 del	 humor	 acuoso,	










dos	 vías,	 la	 vía	 convencional,	 también	 llamada	 vía	 trabecular,	 y	 la	 no	 vía	
convencional,	también	conocida	como	uveoescleral	(Brubaker,	2001).		
2.3.1			Vía	convencional	o	trabecular	
La	 vía	 convencional	 se	 inicia	 en	 el	 ángulo	 iridocorneal,	 dónde	 el	 humor	
acuoso	 fluye	 a	 través	 de	 las	 diferentes	 capas	 que	 componen	 la	malla	 trabecular,	
hasta	entrar	en	el	canal	de	Schlemm	y	llegar	a	los	canales	colectores	(Figura	I.6).	La	
malla	 trabecular,	 que	 se	 forma	 posteriormente	 por	 el	 espolón	 escleral,	 la	 cara	
anterior	 del	músculo	 ciliar	 y	 la	 raíz	 del	 iris,	 y	 cuyo	 vértice	 anterior	 termina	 en	 la	
línea	de	Schwalbe,	puede	subdividirse	en	tres	zonas	anatómicas,	la	malla	uveal	más	
interna,	 la	malla	corneoescleral	y	 la	malla	cribiforme	la	más	externa,	debajo	de	 la	
pared	 interna	del	 canal	de	Schlemm	(Figura	 I.6).	 La	malla	 cribiforme,	a	diferencia	
del	 resto	 de	 la	malla	 trabecular,	 no	 se	 dispone	 en	 láminas	 sino	 que	 consiste	 en	
células	trabeculares	enredadas	en	una	matriz	extracelular	de	colágeno	(tipos	I,	III	y	
IV),	 fibras	 y	 proteoglicanos.	 Esta	 capa	 se	 cree	 que	 es	 el	 sitio	 principal	 de	 la	
resistencia	 al	 flujo	 de	 salida	 del	 humor	 acuoso.	 Las	 fibras	 musculares	 ciliares	
anteriores	terminan	en	los	núcleos	elásticos	de	las	células	trabéculas	(Abu-Hassan	
et	al.,	2014).	A	medida	que	el	músculo	ciliar	se	contrae	y	se	mueve	hacia	el	interior,	
la	malla	 trabecular	 tridimensional	 se	 puede	 ampliar,	 aumentando	 la	 cantidad	 de	




pared	 interna	del	endotelio	del	 canal	por	dos	 rutas	diferentes,	 la	paracelular	y	 la	
transcelular.	En	 la	vía	paracelular,	el	humor	acuoso	 fluye	a	 través	de	 los	espacios	
intercelulares	 del	 endotelio	 de	 la	 pared	 interna	 del	 canal	 de	 Schlemm.	 En	 la	 vía	
transendotelial	se	producen	invaginaciones	y	poros	en	las	células	endoteliales	que	

















Sin	 embargo,	 a	 altas	 presiones,	 la	 facilidad	 de	 drenaje	 disminuye	 debido	 a	 la	
compresión	de	la	red	trabecular	y	del	canal	de	Schlemm	(Grierson	et	al.,	1978).	
Finalmente,	el	humor	acuoso	atraviesa	el	canal	de	Schlemm	para	entrar	en	
los	 canales	 colectores	 desde	 donde	 son	 drenados	 directamente	 hacia	 las	 venas	
intraesclerales	y	episclerales.		
En	 los	 humanos	 aproximadamente	 el	 75%	 de	 la	 resistencia	 al	 drenaje	 del	
humor	acuoso	es	debida	a	la	malla	trabecular,	mientras	que	el	25%	restante	se	le	








Figura	 I.7.	 Vía	 de	 drenaje	 convencional	 del	 humor	 acuoso.	 A)	Microfotografía	 de	 luz	 que	
muestra	el	espolón	escleral	 (SS),	el	 canal	de	Schlemm	y	 las	 tres	zonas	de	 la	malla:	 las	mallas	
uveal,	corneoesclerales	y	cribiforme.	El	camino	del	humor	acuoso	a	través	de	los	espacios	inter	
e	intratrabecular	se	indica	mediante	flechas	en	rojo	(340X).	B)	Microfotografía	electrónica	por	










posible	 que	 el	 humor	 acuoso	 penetre	 en	 el	 cuerpo	 ciliar	 desde	 el	 ángulo	
iridocorneal.	El	humor	acuoso	se	difunde	y	entra	en	el	espacio	intercelular	entre	los	




gran	 medida	 al	 flujo	 de	 salida	 del	 humor	 acuoso	 a	 través	 de	 la	 vía	 uveoscleral	
(Crawford	 et	 al.,	 1987).	 Aunque	 se	 considera	 que	 esta	 vía	 es	 relativamente	
independiente	de	la	presión	intraocular	(Bill,	2003),	la	regulación	en	la	composición	
de	 la	 matriz	 extracelular	 en	 ambas	 vías	 de	 evacuación	 parece	 influir	 en	 la	
resistencia	al	drenaje	del	humor	acuoso	(Kaufman,	2008).		
2.4		PRESIÓN	INTRAOCULAR	









(F)	 y	 el	 facilidad	 en	 el	 drenaje	 (C)	 del	 humor	 acuoso,	 más	 la	 presión	 venosa	
epiescleral	(PV).	Generalmente	la	elevación	de	la	PIO	es	debida	a	un	incremento	en	






Los	principales	 factores	que	afectan	a	 la	PIO	 son	 los	 ritmos	 circadianos,	 la	
presión	 de	 las	 venas	 epiesclerales	 y	 el	 ratio	 entre	 la	 producción	 y	 el	 drenaje	 del	
humor	 acuoso.	 En	menor	medida,	 ésta	 se	puede	 ver	 influenciada	 también	por	 el	
efecto	 de	 las	 hormonas	 y	 los	 nervios	 (nervios	 craneales	V	 y	 VII).	 En	 cuanto	 a	 los	
ritmos	 circadianos,	 la	 PIO	 sufre	 pequeñas	 variaciones	 a	 lo	 largo	 del	 día,	 siendo	
máxima	a	primera	hora	de	 la	mañana	y	alcanzando	sus	valores	mínimos	a	última	
hora	 de	 la	 noche	 o	 de	 madrugada	 (Reiss	 et	 al.,	 1984).	 	 En	 los	 ojos	 humanos	
normales,	 dicha	 fluctuación	 diurna	 varía	 entre	 3-5	 mm	 Hg,	 siendo	
significativamente	mayor	en	ojos	glaucomatosos	(Asrani	et	al.,	2000).	Además	hay	
cambios	 influenciados	 también	 por	 variaciones	 en	 la	 presión	 venosa	 central	 o	
incluso	por	las	modificaciones	en	la	postura	corporal.	
	
2.5	 	 FISIOPATOLOGÍA	EN	 LA	DINÁMICA	DEL	HUMOR	ACUOSO:	
HIPERTENSIÓN	OCULAR	Y	GLAUCOMA 	
2.5.1			Hipertensión	Ocular	
Se	 considera	 que	 la	 PIO	 está	 elevada	 cuando	 supera	 los	 valores	






que	 es	 HTO	 primaria	 cuando	 es	 debida	 a	 un	 desequilibro	 en	 el	 balance	 entre	 la	
producción	y	el	drenaje	del	humor	acuoso,	 con	o	sin	motivo	causal	aparente.	Sin	
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embargo,	se	considera	que	es	de	carácter	secundario	cuando	está	causada	por	otra	
enfermedad,	 bien	 sistémica	 como	 las	 enfermedades	 renales	 crónicas,	 o	 bien	
oculares	 como	 la	 uveítis.	 La	 HTO	 no	 se	 considera	 un	 proceso	 patológico	 en	 sí,	




ha	 ido	 actualizándose	 hasta	 nuestros	 días,	 el	 término	 “glaucosis”	 apareció	 por	
primera	vez	en	escritos	griegos	que	se	remontan	al	400	a.C	haciendo	referencia	al	
tono	verde	azulado	del	ojo	afectado.	Originalmente,	este	término	englobaba	todas	
aquellas	 condiciones	 patológicas	 que	 inducían	 ceguera,	 incluyendo	 las	 cataratas	
maduras.	No	fue	hasta	mediados	del	siglo	X	cuando	los	escritos	médicos	árabes	lo	
asociaron	con	la	presión	intraocular	elevada	(Fronimopoulos	et	al.,	1991).	




la	 visión.	 Esta	 pérdida	 irreversible	 es	 debida	 a	 la	 degeneración	 continua	 de	 los	
axones	del	nervio	óptico,	a	 la	muerte	apoptótica	de	 las	células	ganglionares	de	 la	
retina	y	a	 la	deformación	de	la	 lámina	cribosa	(Downs	et	al.,	2011;	Quigley,	2011;	
Soto	 et	 al.,	 2014),	 que	 conlleva	 una	 pérdida	 asociada	 en	 el	 campo	 visual	
correspondiente	a	las	fibras	nerviosas	dañadas.	Aunque	en	los	estadios	iniciales	el	
patrón	 de	 los	 haces	 de	 fibras	 nerviosas	 dañados	 puede	 no	 ser	 detectable	 y	 la	
agudeza	 visual	 no	 se	 ve	 afectada,	 conforme	 progresa	 el	 daño,	 puede	 llegar	 a	
producirse	una	pérdida	completa	e	irreversible	de	la	visión	(Casson	et	al.,	2012).	
Existen	dos	hipótesis	fundamentales	para	explicar	la	etiopatogenia	del	daño	
glaucomatoso,	 la	 teoría	 mecánica	 y	 la	 vascular.	 La	 primera	 hace	 referencia	 a	 la	
muerte	neuronal	causada	por	la	compresión	de	los	axones	del	nervio	óptico	contra	
la	lámina	cribosa	debida	a	la	PIO	elevada.	Mientras	que	la	teoría	vascular	sostiene	
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que	la	irrigación	de	la	papila	óptica	y	la	capacidad	de	sus	vasos	para	autorregular	la	
presión	 de	 perfusión	 están	 alteradas,	 de	 manera	 que	 provocan	 una	 isquemia	
relativa	 que	 impide	 el	 aporte	de	nutrientes	 a	 los	 axones	 y	 el	 flujo	 axoplasmático	
(Cioffi,	2001).	Durante	un	tiempo	se	pensó	que	el	daño	mecánico	era	clásico	de	los	
pacientes	 que	 tenían	 la	 PIO	 elevada,	 mientras	 que	 el	 daño	 isquémico	 era	 más	
común	en	los	pacientes	con	glaucomas	normotensos.	Hoy	en	día,	se	considera	que	
ambos	 mecanismos	 son	 responsables	 del	 daño	 glaucomatoso	 (Flammer	 et	 al.,	
1999).		
Como	 se	 detalla	 en	 la	 tabla	 I.2,	 muchas	 han	 sido	 las	 causas	 descritas	
relacionadas	con	el	desarrollo	del	glaucoma,	aunque	entre	todas,	el	principal	factor	





























































































El	glaucoma	primario	de	ángulo	abierto	 (GPAA)	es	 la	 forma	más	 frecuente	
de	esta	enfermedad,	representando	un	74%	de	los	casos	diagnosticados	(Tham	et	
al.,	2014).	Por	definición,	es	una	neuropatía	óptica	multifactorial	caracterizada	por	
una	 atrofia	 adquirida	 del	 nervio	 óptico	 con	 pérdida	 de	 los	 axones	 de	 las	 células	
ganglionares	 que	 suceden	 en	 presencia	 de	 una	 cámara	 anterior	 amplia,	 y	
manifiesta	 unos	 característicos	 defectos	 en	 el	 campo	 visual.	 En	 este	 tipo	 de	













aquellas	 condiciones,	 agudas	 o	 crónicas,	 en	 las	 cuales	 existe	 una	 obstrucción	
temporal	o	permanente	de	 la	red	trabecular	por	parte	del	 iris,	 resultando	en	una	
disminución	del	drenaje	del	humor	acuoso	y	por	lo	tanto	en	una	elevación	de	la	PIO	








Figura	 I.9.-	 Representación	 del	 flujo	 del	 humor	 acuoso	 en	 el	 glaucoma	 de	 ángulo	 abierto	
frente	al	glaucoma	de	ángulo	cerrado.	La	flecha	amarilla	representa	en	cada	caso	el	flujo	de	




Debido	 a	 la	 etiología	 del	 glaucoma,	 su	 tratamiento	 es	 complejo,	 por	 lo	 que	
actualmente	es	meramente	paliativo,	no	se	logra	revertir	su	daño,	sino	que	se	frena	
su	progresión.	Puesto	que	el	principal	factor	de	riesgo	para	desarrollar	glaucoma	es	
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-Tratamientos	farmacológico:	
Existen	 diversos	 tratamientos	 farmacológicos	 que	 son	 detallados	 a	
continuación.	 En	 ocasiones	 los	 pacientes	 no	 responden	 adecuadamente	 a	 un	
tratamiento	 farmacológico	 único,	 por	 lo	 que	 se	 precisa	 la	 combinación	 de	 varios	
fármacos,	 principalmente	 entre	 β-bloqueantes	 y	 agonistas	 colinérgicos	 o	 entre							




como	 el	 maleato	 de	 timolol,	 es	 uno	 de	 los	 más	 empleados	 como	 tratamiento	
farmacológico	 del	 glaucoma.	 Estos	 fármacos	 son	 capaces	 de	 disminuir	 la	
producción	de	humor	acuoso	a	nivel	del	epitelio	ciliar,	y	pueden	ser	no	selectivos	
(bloquean	 receptores	 β1	 y	 β2	 indistintamente,	 como	 el	 timolol)	 o	 selectivos	
(mayoritariamente	 bloquean	 receptores	 β1,	 como	 el	 betaxolol)	 (Coakes	 et	 al.,	
1978).	Aunque	son	capaces	de	reducir	la	PIO	entre	un	16	y	un	25%,	no	son	efectivos	
en	 todas	 las	 personas	 y	 no	 están	 libres	 de	 efectos	 adversos,	 como	 severas	
afecciones	cardiovasculares	o	broncopulmonares	(Baker,	2005;	Costa	et	al.,	2003).	
Inhibidores	de	la	anhidrasa	carbónica	
Es	 el	 único	 tratamiento	 que	 pude	 ser	 usado	 tanto	 tópica	 como	
sistémicamente	para	el	tratamiento	del	glaucoma.	La	anhidrasa	carbónica,	como	se	
ha	descrito	con	anterioridad,	es	una	enzima	que	está	relacionada	con	la	secreción	
del	 humor	 acuoso.	 Por	 lo	 tanto,	 sus	 inhibidores,	 como	 la	 acetazolamida,	
dorzolamida	o	brinzolamida,	son	potentes	reductores	de	la	PIO,	y	se	emplean	en	el	
tratamiento	 para	 el	 glaucoma	 de	 ángulo	 abierto	 principalmente	 cuando	 están	
contraindicados	 los	 β-bloqueantes	 (Talluto	 et	 al.,	 1997).	 Los	 efectos	 adversos	
asociados	 al	 tratamiento	 con	 los	 inhibidores	 de	 la	 anhidrasa	 carbónica	 a	 nivel	
ocular	 no	 son	 graves	 (irritación,	 emborronamiento	 transitorio,	 y	 reacciones	 de	
hipersensibilidad),	tan	sólo	en	casos	puntuales	pueden	provocar	edemas	corneales	
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(Barnebey	 et	 al.,	 2000;	 Konowal	 et	 al.,	 1999).	 Aunque	 a	 nivel	 sistémico	 estos	
tratamientos	 crean	 acidosis	 metabólica,	 por	 lo	 que	 no	 son	 recomendables	 en	
pacientes	 con	 disfunciones	 hepáticas,	 renales,	 adrenocorticales	 u	 obstrucciones	
pulmonares	severas	(Block	et	al.,	1978).	
Prostaglandinas	
Las	 prostaglandinas	 también	 llamadas	 “lípidos	 hipotensores”,	 como	 el	
latanoprost,	 fueron	 descubiertas	 como	 marcadores	 de	 la	 inflamación	 ocular	 en	
concentraciones	elevadas.	Sin	embargo,	en	bajas	concentraciones	son	capaces	de	
reducir	 de	 forma	 potente	 la	 PIO	 por	medio	 de	 un	 incremento	 en	 el	 drenaje	 del	
humor	 acuoso	 por	 la	 vía	 uveoescleral	 (Bito,	 1987;	 Leung	 et	 al.,	 2008).	 Son	
tratamientos	muy	interesantes,	pues	con	una	única	administración	tópica	reducen	
significativamente	 la	 PIO	 (Fingeret	 et	 al.,	 2001).	 Como	 la	 mayoría	 de	 los	




el	 espesor	 corneal	 (Lass	 et	 al.,	 2001).	 Lo	 más	 significativo	 es	 que	 producen	 un	
incremento	en	la	pigmentación	de	la	piel	periorbitaria,	en	el	 iris	y	en	las	pestañas	
(Kook	 et	 al.,	 2000).	 Aunque	 a	 nivel	 sistémico	 no	 provocan	 efectos	 adversos	
reseñables,	 excepto	 en	 pacientes	 con	 predisposición	 a	 problemas	 cardiacos	 o	
respiratorios,	por	lo	que	son	de	los	tratamientos	más	empleados	actualmente.	
Agonistas	adrenérgicos	
Los	agonistas	de	 los	 receptores	α2-adrenérgicos,	 como	 la	brimonidina	o	 la	
apraclonidina,	se	ha	descrito	que	son	capaces	de	reducir	 la	PIO,	tanto	a	través	de	
una	 reducción	 en	 la	 producción	 del	 humor	 acuoso	 a	 corto	 plazo,	 al	 afectar	 a	 la	
permeabilidad	de	la	barrera	hematoacuosa	(Gharagozloo	et	al.,	1988),	como	a	largo	
plazo	a	 través	de	un	aumento	en	 la	 facilidad	del	drenaje	por	 la	vía	 convencional,	
mediante	 una	 reducción	 en	 la	 presión	 de	 las	 venas	 epiesclerales	 (Toris	 et	 al.,	
1995b),	y	por	la	vía	uveoescleral	(Toris	et	al.,	1995a).	Otros	agonistas	no	selectivos,	
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como	 la	 epinefrina,	 que	 actúan	 tanto	 a	 través	 de	 los	 receptores	α2-adrenérgicos	
como	 de	 los	 β-adrenérgicos,	 también	 reducen	 la	 PIO,	 aunque	 en	 3	 fases,	 dos	
primeras	que	corresponde	al	efecto	de	los	receptores	α2-adrenérgicos	ya	descrito,	
y	 una	 última	 tras	 semanas	 de	 tratamiento	 en	 la	 que	 se	 producen	 cambios	 en	 el	
metabolismo	de	los	glicosaminoglicanos	de	la	malla	trabecular,	 incrementando	en	
drenaje	 por	 esta	 vía	 (Zimmerman	 et	 al.,	 1977).	 En	 cuanto	 a	 los	 efectos	 adversos	
causados	 por	 dichos	 fármacos,	 a	 nivel	 ocular,	 provocan	 conjuntivitis	 folicular	
(Butler	 et	 al.,	 1995)	 y	 en	menor	 medida	midriasis	 y	 blanqueamiento	 conjuntival	
(Jampel	 et	 al.,	 1988).	 Mientras	 que	 a	 nivel	 sistémico,	 debido	 a	 las	 bajas	
concentraciones	que	llegan	al	torrente	sanguíneo	cuando	son	usados	tópicamente,	
los	efectos	adversos	 característicos	 son	 la	 fatiga,	el	dolor	de	 cabeza,	 la	 sequedad	
oral	y	somnolencia	(Novack	et	al.,	2002).	
Agonistas	colinérgicos	
Los	agentes	colinérgicos,	como	 la	pilocarpina,	están	 indicados	en	todos	 los	
tipos	 de	 glaucoma	 de	 ángulo	 abierto	 en	 los	 que	 el	 sistema	 de	 drenaje	 está	
funcionalmente	 intacto.	 Actúan	 a	 través	 de	 la	 estimulación	 de	 los	 receptores	
muscarínicos	presentes	en	el	músculo	ciliar	y	en	el	esfínter	del	iris,	disminuyendo	la	
PIO	 mediante	 la	 contracción	 del	 músculo	 ciliar	 que	 provoca	 una	 tracción	 en	 el	
espolón	escleral	cambiando	 la	configuración	de	 la	malla	 trabecular	y	del	canal	de	
Schlemm,	aumentando	así	el	 flujo	a	 través	de	 la	vía	convencional	 (Nietgen	 et	al.,	
1999).	Los	efectos	adversos	sistémicos	son	poco	comunes,	aunque	pueden	llegar	a	
ser	 graves,	 desde	 nauseas,	 vómitos,	 diarreas,	 dolor	 abdominal,	 hasta	
broncoespasmos,	 bloqueo	 auriculoventricular	 y	 disfunciones	 cognitivas	 (Reyes	 et	
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Otros	tratamientos	aún	en	estudio:	
En	 empleo	 de	 canabinoides	 para	 el	 tratamiento	 del	 glaucoma	 es	 de	 gran	
controversia	en	la	actualidad,	aunque	está	demostrado	que	el	THC,	principio	activo	
de	 la	 marihuana,	 actúa	 a	 través	 de	 los	 receptores	 canabinoides	 reduciendo	
significativamente	 la	 PIO	 mediante	 una	 disminución	 en	 la	 secreción	 del	 humor	
acuoso	 (Jay	 et	al.,	1983;	Tiedeman	 et	al.,	1981).	Aun	así,	 igual	que	sucede	con	 la	
mayoría	de	los	tratamientos	farmacológicos,	no	está	exento	de	efectos	adversos.	A	
nivel	 ocular	 causa	 hiperemia	 conjuntival,	 una	 ligera	 miosis	 y	 disminución	 en	 la	
secreción	lagrimal	(Green,	1975),	mientras	que	a	nivel	sistémico	causa	taquicardias,	
hipotensión	 arterial	 y	 a	 largo	 plazo	 puede	 provocar	 fibrosis	 pulmonar	 e	 incluso	
problemas	en	el	comportamiento	neurológico	(Seamon	et	al.,	2007).	
Otros	 tratamientos	 aún	 en	 estudio	 son	 los	moduladores	 del	 citoesqueleto	






contracción	del	músculo	 liso	de	manera	 independiente	de	 la	entrada	del	 flujo	de	
Ca+2,	 han	 demostrado	 ser	 una	 diana	 para	 el	 control	 de	 la	 PIO	 a	 través	 de	 su	
actividad	a	nivel	de	las	vías	de	drenaje	del	humor	acuoso	(malla	trabecular),	motivo	
por	el	cual	actualmente	ciertos	inhibidores	de	las	mismas,	como	son	el	INS117548	o	
el	 RKI983,	 se	 encuentran	 en	 estudios	 clínicos	 para	 su	 uso	 futuro	 (Colligris	 et	 al.,	
2012;	Rao	et	al.,	2007).	
Los	 inhibidores	del	óxido	nítrico,	 como	 la	aminoguanidina,	 también	se	han	
propuesto	como	posibles	tratamientos	para	el	glaucoma,	ya	que	se	ha	demostrado	
que	 reducen	 el	 daño	 a	 nivel	 de	 las	 células	 ganglionares	 (Neufeld	 et	 al.,	 2002).	
Aunque	se	desconoce	el	papel	exacto	del	óxido	nítrico,	se	le	ha	relacionado	con	la	













Finalmente,	 los	 nucleótidos	 y	 dinucleótidos,	 agonistas	 y	 antagonistas	





se	 precisa	 complementar	 con	 procedimientos	 quirúrgicos,	 que	 basan	 su	
fundamento	en	reducir	la	PIO	al	facilitar	el	drenaje	del	humor	acuoso	mediante	la	
modificación	de	estructuras	específicas	del	 ángulo	de	 la	 cámara	anterior	 y	el	 iris.	
Estos	 procedimientos	 pueden	 llevarse	 a	 cabo	 por	 medio	 de	 láseres	 o	 mediante	
incisiones	quirúrgicas.	En	el	caso	de	la	terapia	con	láseres,	los	más	utilizados	son	el	
láser	 argón,	 el	 Nd:Yag	 y	 el	 de	 diodo	 semiconductor.	 Las	 dos	 técnicas	 más	
empleadas	 son	 la	 trabeculectomía	 y	 la	 trabeculoplastia.	 En	 la	 trabeculectomía	 se	
extirpa	una	parte	del	trabéculo	y	del	endotelio	del	canal	de	Schlemm,	permitiendo	
crear	 una	 vía	 de	 salida	 para	 el	 humor	 acuoso	 desde	 la	 cámara	 anterior	 hasta	 el	
espacio	 subconjuntival.	 Y	 en	 el	 caso	 de	 la	 trabeculoplastia	 se	 crea	 una	 lesión,	
mediante	el	uso	de	láser,	en	la	red	trabecular	de	forma	que	se	facilite	la	salida	del	
humor	acuoso	(Allingham	et	al.,	2012).		






La	 familia	 de	 canales	 Receptores	 de	 Potencial	 Transitorio	 (TRP,	 Transient	
receptor	potential)	es	una	de	las	familias	de	proteínas	conocidas	más	grandes,	con	
representación	 en	 especies	 muy	 dispares,	 desde	 levaduras	 hasta	 el	 ser	 humano	
(Montell,	 2005;	 Ramsey	 et	 al.,	 2006).	 Actualmente	 se	 conocen	 más	 de	 30	
miembros,	 que	 a	 su	 vez	 son	 clasificados	 en	 siete	 subfamilias	 en	 función	 de	 la	
homología	en	su	secuencia:	los	TRPC	(clásicos	o	canónico),	los	TRPV	(homólogos	de	
los	 vaniloides),	 	 TRPM	 (homólogos	 de	 la	 melastatina),	 TRPA	 (homólogos	 de	 la	





La	mayoría	 de	 los	 canales	 TRP	 tiene	 la	 habilidad	de	 responder	 a	 una	 gran	
variedad	de	estímulos	de	origen	diverso,	tanto	físicos	como	químicos	(Minke	et	al.,	
2002;	Montell,	 2005).	 La	 capacidad	de	 integrar,	 amplificar	 y	 transducir	diferentes	
estímulos	a	señales	eléctricas	los	postula	como	sensores	moleculares	para	distintas	
respuestas	celulares	a	la	temperatura,	la	osmolaridad,	el	pH,	el	dolor,	la	presión,	el	



























Figura	 I.10.-	 Representación	 de	 los	 dominios	 más	 característicos	 de	 los	 canales	 TRP.	 Los	
canales	TRPC,	TRPV	y	TRPN	presentan	un	número	variable	de	dominios	de	ankirina	(A	en	verde)	
en	 su	 extremo	N	 terminal.	 El	 TRPC	 presenta	 un	 dominio	 en	 cremallera	 coiled-coil	 (CC),	 y	 los	
TRPM	un	dominio	proteína	kinasa.	Además	 los	 canales	TRPC,	 TRPM	y	TRPN	 tiene	el	 dominio	






La	 subfamilia	 de	 los	 vaniloides	 (TRPV)	 está	 constituida,	 a	 su	 vez,	 por	 seis	
miembros	 divididos	 en	 dos	 grupos	 según	 su	 función	 y	 estructura.	 El	 grupo	 de	









por	 presentar	 6	 dominios	 transmembrana,	 con	 un	 segmento	 hidrofóbico	 en	 el	
bucle	que	une	el	DMT	5	y	6,	denominado	“el	bucle	del	poro”	puesto	que	formará	





una	 de	 las	 familias	 TRP	 que	 requieren	 que	 sus	 subunidades	 se	 unan	 formando	











Figura	 I.11.-	 Representación	 de	 la	 estructura	 de	 los	 canales	 TRPV	 (TRPV4).	 El	 canal	 TRPV4	
presenta	6	DTM	(verde),	con	un	bucle	entre	el	DTM5	y	6,	dónde	se	encuentra	la	región	del	poro	
(rosa)	 de	 ANK1-6.	 Además	 presentan	 un	 largo	 N-terminar	 intracelular	 con	 dominios	 de	 ANK	
repetidos.	Imagen	adaptada	del	original	de	(Auer-Grumbach	et	al.,	2010)	
Los	canales	TRPV	se	expresan	en	células	sensoriales	y	no	sensoriales	donde	
participan	 en	 distintas	 funciones,	 y	 son	 activadas	 por	 distintos	 tipos	 de	 estímulo	
para	llevarlas	a	cabo.	Los	miembros	de	la	familia	TRPV1-4	son	activados	por	calor,	
actuando	 como	 canales	 termosensores	 al	 ser	 expresados	 en	 tejidos	 relacionados	
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con	 este	 fin,	 como	 los	 queratocitos	 de	 la	 piel	 (Benham	 et	 al.,	 2003;	 Peier	 et	 al.,	
2002).	 Otro	 miembro,	 el	 TRPV4	 se	 caracteriza	 por	 activarse	 mediante	 estímulos	
mecánicos,	como	por	ejemplo	cuando	participa	en	la	respuesta	auditiva	(Mutai	et	
al.,	 2003;	 O'Neil	 et	 al.,	 2005),	 además	 de	 haber	 sido	 descrito	 también	 como	 un	
osmosensor	 en	 algunos	 tejidos	 secretores	 como	 el	 riñón	 (Cohen,	 2005;	 Liedtke,	
2005a).	 Al	 mismo	 tiempo,	 se	 ha	 descrito	 que	 el	 TRPV1	 guarda	 relación	 con	 la	
respuesta	 fisiológica	 al	 dolor,	 al	 ser	 capaz	 de	 activarse	 por	 tres	 estímulos	 que	 lo	
inducen,	como	son	la	capsaicina	(componente	de	la	guindilla	que	produce	el	picor),	






Liedtke	 et	 al.,	 2000).	No	obstante,	 posteriormente	 se	demostró	que	 también	era	
sensible	 a	 un	 amplio	 rango	 de	 estímulos	 físicos	 y	 químicos,	 como	 cambios	 en	 la	
temperatura	(Watanabe	et	al.,	2002),	a	variaciones	en	el	pH	(Suzuki	et	al.,	2003a),	a	
estrés	 mecánico	 (Gao	 et	 al.,	 2003a),	 al	 ácido	 araquidónico	 y	 sus	 derivados	 y	 a	
endocanabinoides	 (Watanabe	 et	 al.,	 2003a),	 siendo	 considerado	 el	 principal	
ejemplo	 de	 comportamiento	 de	 activación	 polimodal	 dentro	 de	 la	 familia	 de	 los	
canales	TRP	(Figura	I.12)	(O'Neil	et	al.,	2003).	 	
Debido	 a	 su	 amplia	 distribución	 en	 distintos	 tejidos	 especializados,	 se	 ha	
sugerido	 su	 importancia	 en	 funciones	 fisiológicas	 como	 la	 percepción	 de	 la	
temperatura	local	y	periférica,	la	mecanotransducción	(incluyendo	la	respuesta	de	
las	 células	 endoteliales	 al	 flujo	 o	 “shear	 stress”),	 la	 osmotransducción	 y	 el	
mantenimiento	de	la	homeostasis	del	Ca+2	(Mendoza	et	al.,	2010).	Se	ha	reportado	
su	 expresión	 en	 hígado,	 riñón,	 vías	 respiratorias,	 cerebro,	 médula,	 glándulas	
sudoríparas,	tejido	adiposo,	corazón,	endotelio	vascular,	piel,	ojo…	(Damann	et	al.,	
2008;	O'Neil	et	al.,	2003).	







































Figura	 I.12.-	Activación	polimodal	del	 canal	TRPV4.	Modelo	molecular	de	 las	diferentes	 vías	
capaces	 de	 activar	 el	 canal	 TRPV4,	 evidenciando	 su	 papel	 como	 sensor	 celular	 debido	 a	 su	
capacidad	potencial	para	integrar	y	responder	a	una	gran	variedad	de	estímulos.	Receptor	(R)	






de	 PK>PCs>PNa>PLi.	 La	 permeabilidad	 del	 canal	 para	 el	 Ca+2	 viene	 determinada	
principalmente	 por	 el	 aspártico	Asp682	 presente	 en	 el	 extremo	del	 poro,	 y	 por	 el	
residuo	 de	 metionina	 Met680	 localizado	 en	 el	 centro	 del	 supuesto	 filtro	 de	
selectividades	 (Voets	 et	 al.,	 2002).	 En	 el	 extremo	 N-terminal	 presenta	 los	
característicos	 dominios	 de	 ANK,	 que	 actúan	 como	 sitios	 potenciales	 de	
fosforilación	 y	 una	 secuencia	 muy	 parecida	 a	 las	 secuencias	 consenso	 de	
reconocimiento	a	ácido	araquidónico	(ARS-like)	que	participan	en	la	regulación	por	
este	 componente	 lipídico	 en	 otros	 canales	 TRP.	 Otros	 residuos	 que	 jugarían	 un	
papel	clave	en	la	regulación	de	este	canal	son	la	tirosina	Y253	cuya	mutación	afecta	
la	 activación	 por	 hipotonicidad,	 el	 aspártico	 E797	 cuya	 mutación	 genera	 canales	
abiertos	constitutivamente	y	la	fenilalanina	F707	cuya	mutación	altera	la	regulación	
del	canal	por	los	niveles	Ca+2	(Nilius	et	al.,	2003).		
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Activación	del	canal	TRPV4	
El	 canal	 TRPV4	 se	 activa	 por	 temperaturas	 inocuas	 incluidas	 dentro	 del	
rango	 fisiológico	 (de	25°	C	a	43°	C),	 sugiriendo	que	a	 temperatura	corporal	es	un	
canal	constitutivo	sensible	a	pequeñas	variaciones	de	este	parámetro	(Guler	et	al.,	
2002;	Watanabe	et	al.,	2002).	La	temperatura	es	al	mismo	tiempo	un	modulador	de	
la	 apertura	 del	 canal,	 ya	 que	 el	 nivel	 de	 activación	 por	 otros	 estímulos	 como	 la	
hipotonicidad	dependen	de	la	temperatura	de	incubación	de	las	células	(Gao	et	al.,	
2003b).	 La	 función	 fisiológica	 del	 TRPV4	 como	 termoreceptor	 es	 apoyada	 por	 su	
expresión	 en	 regiones	 termosensoriales	 del	 hipotálamo	 (Guler	 et	 al.,	 2002),	 así	
como	 en	 queratinocitos	 suprabasales	 de	 la	 piel	 plantar	 en	 ratas	 (Chung	 et	 al.,	
2003).	 Además,	 el	 TRPV4	 se	 expresa	 en	 el	 endotelio	 vascular	 donde	 jugaría	 un	
papel	central	en	la	homeostasis	del	Ca+2	dependiente	de	temperatura:	un	aumento	
en	 la	 temperatura	 corporal	 favorecería	 la	 entrada	 de	 Ca+2	 aumentando	 la	
producción	de	vasodilatadores	y	viceversa	(Watanabe	et	al.,	2002).		
El	TRPV4	puede	ser	activado	también	por	hipotonicidad,	tras	el	aumento	de	
tamaño,	 lo	 que	 no	 significa	 necesariamente	 que	 este	 canal	 actúe	 como	 un	
osmosensor	 celular	 per	 se.	 El	 canal	 responde	 a	 variaciones	 osmóticas	 muy	
pequeñas	(de	incluso	el	10%)	dentro	del	rango	fisiológico	(el	valor	de	osmoloridad	
estándar	 se	 considera	 que	 es	 aproximadamente	 295	mOsmol/l).	Mientras	 que	 la	
hipotonicidad	 produce	 una	 activación	 del	 canal,	 un	 aumento	 en	 la	 tonicidad	 del	
medio	lo	inactiva	(Helenius	et	al.,	2004;	Liedtke	et	al.,	2000).	Se	ha	demostrado	que	
un	 estímulo	 hipotónico	 puede	 regular	 el	 canal	 a	 través	 de	 la	 fosforilación	 del	
residuo	 de	 tirosina	 Y253	 mediante	 una	 quinasa	 de	 la	 subfamilia	 Lyn	 (Xu	 et	 al.,	
2003b),	 siendo	 éste	 el	 primer	 ejemplo	 de	 regulación	 directa	 por	 fosforilación	 de	
tirosina	descrito	en	un	miembro	de	la	familia	de	los	TRP.	Su	distribución	anatómica	
concuerda	 con	 una	 posible	 función	 osmosensora,	 regulando	 la	 presión	 osmótica	
sistémica	 y	 la	 presión	 hidrostática	 en	 distintos	 compartimentos	 del	 cuerpo.	 El	
TRPV4	 ha	 sido	 identificado	 en	 células	 epiteliales	 de	 los	 túbulos	 renales,	 en	 las	
glándulas	sudoríparas,	en	 la	stria	vascularis	de	 la	cóclea,	en	células	endoteliales	y	
en	 estructuras	 del	 cerebro	 implicadas	 en	 la	 osmoregulación	 como	 el	 órgano	
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vascular	de	 la	 lamina	terminalis	y	 la	región	media	hipotalámica	preóptica	 (Cohen,	
2005;	Delany	et	al.,	2001;	Liedtke	et	al.,	2000;	Strotmann	et	al.,	2000).	
La	función	mecanotrasnductora	del	TRPV4	viene	refrendada	en	parte	por	su	
distribución	 anatómica,	 como	 en	 el	 oído	 interno	 (cóclea),	 terminales	
mecanosensoras	 cutáneas	 como	 las	 células	 de	 Merkel	 y	 en	 ganglios	 sensoriales	
periféricos	 (Liedtke	 et	 al.,	 2000;	 Strotmann	 et	 al.,	 2000;	 Suzuki	 et	 al.,	 2003b).	
Además	de	su	ya	mencionada	presencia	en	el	corazón,	en	las	células	del	endotelio	
vascular,	 que	 sugiere	 que	 podría	 constituir	 el	 canal	 candidato	 responsable	 de	 la	




independiente	de	 la	 fosforilación	por	PKC,	es	mediante	 la	activación	con	 ligandos	
sintéticos.	Éstos	pueden	ser	derivados	de	éster	de	forbol	inactivos,	como	el	4αPDD,	
el	primero	en	emplearse	como	un	potente	activador	de	canal,	cuyo	mecanismo	de	
acción	 es	 mediante	 interacción	 directa	 a	 través	 del	 terminal	 intracelular.	 Su	
actividad	se	ve	reducida	debido	a	la	desensibilización	del	canal	cuando	el	4αPDD	se	
aplica	 repetidamente,	 debido	 al	 incremento	 de	 los	 niveles	 de	 Ca+2	 intracelular	
(Watanabe	 et	 al.,	 2002).	 Actualmente	 existen	 nuevos	 ligandos	más	 potentes	 del	
canal,	como	el	GSK1016790A,	el	cual	es	además	más	especifico	y	actúa	a	través	de	
la	misma	vía	(Jin	et	al.,	2011).	También	se	comprobó	cómo	otra	serie	de	 ligandos	
sintéticos,	 derivados	 de	 éster	 de	 forbol	 activado,	 son	 capaces	 de	 activar	 el	 canal	
TRPV4	 a	 través	 de	 la	 vía	 de	 la	 PKC	 (Xu	 et	 al.,	 2003a).	 Los	 ligandos	 endógenos	
también	 son	 capaces	 de	 activar	 el	 TRPV4	 pero	 no	 con	 tanta	 potencia	 como	 los	
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3.3.1			Presencia	y	función	del	TRPV4	en	el	ojo	
Como	 ya	 se	 ha	mencionado,	 el	 TRPV4	 ha	 sido	 postulado	 como	 un	 sensor	
celular,	 con	 una	 importante	 presencia	 en	 distintos	 tejidos	 del	 cuerpo,	 siendo	
significativa	su	presencia	en	los	órganos	sensoriales.	En	esta	línea,	se	ha	detectado	
su	presencia	 en	 las	distintas	 estructuras	del	 globo	ocular,	 asignándosele	distintas	
funciones	fisiológicas.	
Por	ejemplo,	 se	ha	descrito	su	presencia	en	 las	células	del	epitelio	corneal	
humano,	 donde	 se	 ha	 sugerido	 que	 juega	 un	 papel	 como	 termo-	 y	 osmosensor	





implicadas	 en	 la	 dinámica	 del	 humor	 acuoso,	 	 ha	 sido	 descrita	 su	 presencia,	 y	






Por	 último,	 también	 ha	 sido	 descrita	 su	 presencia	 en	 la	 retina	
neurosensorial,	 en	 distintos	 tipos	 celulares,	 y	 ha	 sido	 relacionado	 con	 distintas	
funciones	 fisiológicas	 e	 incluso	 fisiopatológicas.	 Por	 ejemplo	 se	 ha	 relacionado	 al	
TRPV4	 con	 la	 apoptosis	 de	 las	 células	 ganglionares	 de	 la	 retina	 debidas	 a	
elevaciones	de	la	PIO	(Ryskamp	et	al.,	2011).	También	se	ha	descrito	su	papel	como	
sensor	celular	frente	a	variaciones	de	la	PIO	a	nivel	de	las	células	de	Müller	(Krizaj	
et	 al.,	 2013).	 O	 incluso	 se	 le	 ha	 relacionado	 con	 ciertas	 patologías	 como	 la	
retinopatía	diabética	(Monaghan	et	al.,	2015).		




Los	 nucleótidos,	 como	 el	 ATP	 (adenosina	 5’-trifosfato),	 son	 moléculas		
indispensables	 para	 el	 desarrollo	 de	 la	 vida,	 con	 importantes	 funciones	 a	 nivel	
intracelular.	Por	ejemplo,	el	ATP	tiene	una	importante	función,	participando	como	
fuente	de	energía	en	el	metabolismo	celular,	 en	el	mantenimiento	de	gradientes	
iónicos	 de	 membrana,	 en	 la	 regulación	 enzimática,	 en	 la	 síntesis	 de	
macromoléculas,	 como	sillar	de	 los	ácidos	nucleicos	o	en	el	 trabajo	mecánico	del	
movimiento	celular.		
Sin	embargo,	actualmente	es	sabido	que	tanto	las	purinas	(adenosina,	ADP	y	
ATP)	 como	 las	 pirimidinas	 (UDP	 y	 UTP)	 tienen	 un	 importante	 papel	 como	
mensajeros	 extracelulares.	 El	 concepto	 de	 sistema	 de	 señalización	 purinérgica,	
empleando	 los	 nucleótidos	 como	 mensajeros	 extracelulares,	 fue	 descrito	 por	
primera	vez	en	el	siglo	XX	en	la	década	de	los	70	por	Burnstock	(Burnstock,	1972).	
Estas	moléculas	son	capaces	de	mediar	respuestas	a	corto	plazo	(agudas),	como	la	
neurotransmisión,	 secreción	 y	 vasodilatación,	 así	 como	 respuestas	 a	 largo	 plazo	
(crónicas),	 como	 la	 señalización	 en	 el	 desarrollo,	 regeneración,	 proliferación	 y	
muerte	 celular	 (Burnstock,	 2006).	 Debido	 a	 su	 papel	 regulador	 en	 importantes	
funciones	 biológicas,	 tienen	 un	 importante	 potencial	 terapéutico	 en	 una	 amplia	
gama	de	enfermedades	(Burnstock,	2012).		
Además	 de	 los	 nucleótidos	 clásicos,	 existe	 otra	 familia	 de	 compuestos	
nucleotídicos,	 relacionados	 estructuralmente	 con	 el	 ATP,	 denominados	
diadenosina	 polifosfatos.	 Estos	 compuestos,	 aunque	 fueron	 identificados	 como	








adenina,	 nucleótidos	 diadenilados,	 dinucleótidos	 adenilados	 o	 polifosfatos	
diadenilados,	 pertenecen	 a	 la	 familia	 de	 dinucleótidos	 de	 adenina.	 Se	 trata	 de	
























1990).	 El	 cambio	 de	 la	 conformación	 y	 del	 grado	 de	 apilamiento	 de	 las	 bases	
depende	tanto	del	pH	como	de	la	 longitud	de	la	cadena	de	fosfatos,	y	aunque	no	
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existe	 información	 sobre	 su	 disposición	 cuando	 se	 unen	 a	 los	 receptores	
purinérgicos,	parece	que	el	cambio	de	conformación	de	los	dinucleótidos	con	el	pH	
explica	 la	 selectividad	 por	 dichos	 receptores	 (Hoyle,	 1990;	 Pintor	 et	 al.,	 2001b;	
Ralevic	 et	 al.,	 1995).	 Al	 mismo	 tiempo,	 en	 la	 cadena	 fosfatada,	 cada	 uno	 de	 los	
grupos	fosfatos	de	la	molécula	tiene	una	carga	negativa,	lo	que	les	permite	formar	










de	 células	 dañadas	 o	muertas,	 actualmente	 se	 reconoce	 que	 éstos	 son	 liberados	
tanto	en	condiciones	 fisiológicas	como	 fisiopatológicas	 (Burnstock,	2007).	En	este	
sentido,	se	ha	descrito	cómo	algunos	nucleótidos	y	dinucleótidos,	por	ejemplo,	el	
ATP,	 el	 UTP	 o	 el	 Ap4A,	 están	 presentes	 en	 una	 amplia	 variedad	 de	 vesículas	 de	
almacenamiento	 y	 secreción.	 Estas	 vesículas	 pueden	 encontrarse	 tanto	 en	 las	
terminales	 nerviosas,	 explicando	 su	 función	 como	 neurotransmisores	 clásicos	 o	
cotrasmisores	en	el	sistema	nervioso,	o	como	se	ha	comprobado	posteriormente,		
encontrarse	 también	en	una	gran	variedad	de	 tipos	 celulares	no	excitables	 como	
plaquetas,	 mastocitos,	 eritrocitos,	 miocitos,	 fibroblastos,	 células	 endoteliales	 y	
epiteliales	(Bodin	et	al.,	2001;	Burnstock,	2007;	Fitz,	2007;	Lazarowski	et	al.,	2001;	
Miras-Portugal	et	al.,	1999;	Pintor	et	al.,	1991;	Zimmermann	et	al.,	1993).			
Además	 de	 la	 liberación	 exocitótica	 de	 nucleótidos,	 extensamente	
caracterizada	en	tejidos	neurales	y	neurosecretores,	como	ya	hemos	mencionado,	
otros	 muchos	 tipos	 de	 células	 como	 las	 epiteliales,	 endoteliales,	 musculares	 o	
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gliales,	 liberan	 nucleótidos	 en	 respuesta	 a	 diferentes	 estímulos,	 como	 estrés	
mecánico,	hipoxia,	 inflamación	o	determinados	agonistas	 (Bodin	et	al.,	2001).	Los	
mecanismos	 implicados	 en	 la	 liberación	 no	 exocitótica	 de	 los	 nucleótidos	 no	 se	
conocen	por	completo.	Clásicamente,	 se	ha	descrito	que	en	 las	células	epiteliales	
sometidas	 a	 estrés	 mecánico	 u	 osmótico,	 la	 salida	 de	 nucleótidos	 como	 el	 ATP,	
puede	 estar	 mediada	 por	 transportadores	 de	 la	 familia	 de	 proteínas	 ABS	 (ATP-
binding	 cassette),	 como	 las	 glicoproteínas	 P	 o	 las	 proteínas	 CFTR	 (Cystic	 fibrosis	
transmembrane	regulator)	(Abraham	et	al.,	1993;	Naumann	et	al.,	2005;	Prat	et	al.,	
1996).	 Otra	 vertiente	 sugiere	 que	 los	 nucleótidos	 extracelulares	 pueden	 ser	









Como	 ya	 hemos	 mencionado,	 los	 nucleótidos	 y	 dinucleótidos	 tienen	
importantes	 funciones	biológicas	que	 llevan	a	cabo	a	 través	de	 la	 interacción	con	
diferentes	 receptores	 específicos	 de	 membrana	 denominados	 receptores	




descrito	 posteriormente,	 el	 receptor	 P4	 (Pintor	 et	 al.,	 1995).	 Los	 receptores	
purinérgicos	 P2	 se	 subdividen	 a	 su	 vez	 en	 dos	 sub-familias,	 los	 receptores	
ionotrópicos,	 P2X,	 y	 los	 receptores	 acoplados	 a	 proteínas	 G,	 P2Y	 	 (Ralevic	 et	 al.,	
1998).	




Los	 receptores	 P2X	 son	 canales	 iónicos	 insertados	 en	 la	 membrana	
plasmática	 que	 una	 vez	 activados,	 mediante	 la	 unión	 con	 los	 nucleótidos	 o	
dinucleótidos,	 permiten	 el	 paso	 no	 selectivo	 rápido	 de	 cationes	 de	 pequeño	
tamaño	 (Ca+2	 >	 Na+	 >	 K+)	 desde	 el	 espacio	 extracelular.	 La	 entrada	 rápida	 de	
cationes	 en	 la	 célula	 (principalmente	 Ca+2)	 produce	 una	 despolarización	 de	 la	
membrana	 plasmática	 y	 la	 activación	 de	 canales	 de	 calcio	 voltaje	 dependientes	
(Ralevic	et	al.,	1998).		
Este	 tipo	 de	 respuesta	 es	 muy	 rápida,	 en	 el	 rango	 de	 los	 milisegundos,	
debido	 a	 que	 la	 transducción	 de	 la	 señal	 no	 depende	 de	 segundos	 mensajeros,	





unidos	por	un	bucle	extracelular	que	 siempre	 contiene	10	 residuos	de	 cisteína,	 y	
unos	 extremos	 N-	 y	 C-	 terminales	 citosólicos	 con	 motivos	 de	 unión	 a	 proteínas	
quinasas.	 Mientras	 que	 el	 N-terminal	 está	 bastante	 conservado	 en	 todas	 las	
subunidades,	el	extremo	C-terminal	es	el	que	mayor	diversidad	presenta,	tanto	en	
su	 secuencia	 como	en	 su	 longitud,	 lo	 cual	 sugiere	que	es	 este	último	extremo	el	

































intracelulares	 N-	 y	 C-terminal,	 las	 regiones	 transmembrana	 (TM1	 y	 TM2)	 y	 el	 dominio	
extracelular.	En	rojo	se	señalan	los	aminoácidos	conservados	y	en	blanco	sobre	fondo	verde	o	





permiten	 los	 cambios	 conformacionales	 que	 se	 producen	 al	 unirse	 el	 ligando.	 La	 figura	 está	
modificada	de	(Vial	et	al.,	2004).	
 	 Aun	 así,	 estas	 subunidades	 no	 son	 funcionales	 por	 sí	 solas,	 por	 lo	 que	 se	
ensamblan	 en	 trímeros	 formando	 homo	 o	 hetero-oligómeros	 para	 lograr	 formar	
canales	funcionales	nativos	(Nicke	et	al.,	1998).		






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Los	 receptores	 P2Y,	 de	 naturaleza	 metabotrópica,	 pertenecen	 a	 la	
superfamilia	 de	 receptores	 acoplados	 a	 proteínas	 G	 (GPCR)	 pertenecientes	 a	 la	
familia	 de	 los	 receptores	 de	 rodopsina	 clase	 A,	 concretamente	 al	 grupo	 δ,	 que	
también	 incluye	 a	 los	 receptores	 de	 unión	 a	 glicoproteínas,	 los	 PARs	 y	 los	
receptores	 olfativos	 (Lagerstrom	 et	 al.,	 2008).	 La	 estimulación	 de	 los	 receptores	
P2Y	 conduce	 a	 la	 activación	 de	 proteínas	G	 heterotriméricas	 que	 se	 disocian	 en	
subunidades	 Gα	 y	 el	 dímero	 Gβγ.	 Los	 diferentes	 subtipos	 de	 estos	 receptores	
pueden	 interaccionar	 con	 uno	 o	más	miembros	 de	 la	 familia	 de	 las	 proteínas	 G	
heterotriméricas.	 Actualmente	 la	 familia	 consta	 de	 ocho	 subtipos	 clonados	 y	








Figura	 I.15.-	 A.-	 Estructura	 secundaria	 propuesta	 para	 el	 receptor	 P2Y1.	 En	 los	 segmentos	
transmembrana	es	donde	 se	encuentran	 los	 residuos	que	contribuyen	a	 la	unión	del	 ligando.	
Las	 S-S	 representan	 los	 puentes	 disulfuro.	 e2,e3	 y	 e4	 representan	 los	 bucles	 extracelulares,	
mientras	que	i1,i2	y	i3	representan	los	bucles	intracelulares.	Modificado	de	(Fields	et	al.,	2006)	










a	 través	 de	 las	 dos	 vías	 principales	 de	 transducción	 de	 señal	 metabotrópica,	 la	
hidrólisis	 de	 los	 lípidos	 de	 inositol	 por	 la	 fosfolipasa	 C	 (PLC),	 y	 la	 activación	 o	
inhibición	 de	 la	 adenilato	 ciclasa	 (AC).	 Por	 un	 lado,	 los	 receptores	 P2Y1,	 2,	 4,	 6	 y	 11	
están	acoplados	principalmente	a	la	activación	de	la	PLC,	a	través	de	una	proteína	
Gq/11,	 induciendo	 la	 formación	 de	 inositol	 trifosfato	 (IP3),	 cuya	 unión	 con	 la	
fosfolipasa	C,	PLC/IP3,	provoca	un	 incremento	en	 la	 concentración	 intracelular	de	
Ca+2	mediante	 la	 salida	 de	 calcio	 desde	 los	 reservorios	 intracelulares	 (Burnstock,	
2007;	Jacobson	et	al.,	2012),	y	activan	la	proteína	kinasa	C	(PKC)	en	aquellas	células	








forma	 negativa	 a	 la	 proteína	 sensible	 a	 la	 toxina	 pertúsica	 Gi/o,	 inhibiendo	 la	
adenilato	 ciclasa	 y	disminuyendo	 la	 formación	de	AMPc	 (Abbracchio	 et	 al.,	 2006;	
Hollopeter	et	al.,	2001;	 Jacobson	et	al.,	2012).	Además,	de	modo	adicional,	 se	ha	
descrito	como	la	activación	del	P2Y13		y	P2Y14	pueden	producir	aumento	de	calcio,	
los	 cuales	 también	 pueden	 unirse	 simultáneamente	 a	 Gαi	 /	 Gαs	 o	 a	 Gα16	
(Abbracchio	 et	al.,	 2006;	Marteau	 et	al.,	 2003),	mientras	que	el	P2Y11	 es	el	único	
receptor	capaz	de	acoplarse	a	proteínas	Gq	y	Gs	(Sunahara	et	al.,	1996).	






























































































































































































































































































acoplado	 a	 la	 β1-PLC	 a	 través	 de	 la	 proteína	 Gαq/11	 que	 media	 la	 producción	 de	
diacilglicerol	(DAG)	e	IP3,	los	cuales	son	segundos	mensajeros	para	la	activación	de	
la	 PKC	 en	 las	 células	 que	 los	 expresan	 y	 de	 la	movilización	 de	 los	 reservorios	 de	
calcio	 intracelulares,	 respectivamente	 (Volonte	 et	 al.,	 2006).	 También	 se	 ha	
descrito	 que	 los	 P2Y2,	 en	 algunos	 tipos	 celulares,	 muestran	 preferencia	 para	
acoplarse	a	una	proteína	Gi/o	cuando	están	expuestos	a	bajas	concentraciones	del	
agonista.	 Ésto	 es	 un	 acoplamiento	 negativo,	 que	 produce	 una	 inhibición	 de	 la	
adenilato	ciclasa	y	la	consecuente	disminución	de	la	formación	de	AMPc	(Janssens	
et	 al.,	 1999).	 Por	 lo	 tanto,	 estos	 receptores	 son	 capaces	 de	 activar	 vías	 de	











Figura	 I.16.-	 Esquema	 ilustrativo	de	 los	mecanismos	de	acción	propuestos	para	el	 receptor	
P2Y2.	La	activación	de	los	receptores	P2Y2	conducirá	a	la	activación	y	consecuente	disociación	
de	la	proteína	G	a	la	que	se	hallan	acoplados	(Gi	o	Gq/11).	Vía	adenilato	ciclasa	(AC)	mediante	el	
acoplamiento	 a	 la	 proteína	Gi	 o	 vía	 la	 subunidad	β	 de	 la	 PLC	mediante	 el	 acoplamiento	 a	 la	
proteína	Gq/11.	Modificado	de	(Vitiello	et	al.,	2012)	
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Además,	al	estudiar	la	estructura	de	los	receptores	P2Y2	se	sabe	que	poseen	
en	 su	 extremo	 C-terminal	 y	 en	 el	 tercer	 bucle	 extracelular,	 secuencias	 de	
serina/treonina	 que	 pueden	 ser	 dianas	 para	 quinasas	 asociadas	 a	 receptores	
acoplados	a	proteínas	G	y	para	 la	PKC.	Estas	 secuencias	estarían	 implicadas	en	 la	






cromafines,	 endoteliales,	 epiteliales,	 fibroblastos,	 hepatocitos,	 keratinocitos,	
miocitos,	 osteoblastos,	 células	 β-pancreáticas,	 pituitarias	 y	 células	 tumorales	
(Ralevic	 et	 al.,	 1998).	 En	 los	 vasos	 sanguíneos	 se	 encuentran	 presentes	 en	 el	
endotelio,	donde	estimulan	la	síntesis	y	liberación	de	prostaglandinas	y	NO,	lo	cual	
permite	que	se	produzca	la	vasodilatación.	Del	mismo	modo,	a	nivel	de	los	epitelios	
secretores,	 como	 el	 respiratorio	 o	 la	mucosa	 nasal,	 favorecen	 un	 aumento	 en	 la	
secreción	 de	 Cl-	 y	 de	 líquido,	 probablemente	 a	 través	 de	 canales	 de	 Cl-	
dependientes	de	Ca+2	o	de	PKC	(Kellerman,	2002).		
4.5		NUCLEÓTIDOS	EN	EL	OJO	
La	 presencia	 de	 nucleótidos	 y	 dinucleótidos	 en	 los	 fluidos	 oculares,	 tales	
como	la	lágrima	y	el	humor	acuoso	(Mitchell	et	al.,	1998;	Pintor	et	al.,	2002a;	Pintor	
et	al.,	2002b),	así	como	la	expresión	de	receptores	purinérgicos	P2	en	las	diferentes	
estructuras	 del	 ojo,	 bañadas	 o	 no	 por	 estos	 fluidos,	 sugieren	 la	 participación	 de	
dichas	 moléculas	 en	 la	 fisiología	 ocular	 (Tabla	 I.5).	 De	 hecho,	 durante	 la	 última	
década	 se	 ha	 establecido	 el	 papel	 de	 los	 nucleótidos	 y	 dinucleótidos,	 y	 de	 sus	
respectivos	 receptores,	 en	 la	 regulación	 de	 importantes	 procesos	 fisiológicos	
oculares.	El	creciente	conocimiento	de	la	 implicación	de	los	nucleótidos	en	dichas	
funciones	 oculares,	 postula	 el	 potencial	 terapéutico	 de	 estos	 compuestos	 en	 las	
principales	patologías	oculares	(Figura	I.17)	

























































Fig.I.17.	 Potencial	 terapéutico	 de	 los	 nucleótidos	 en	 el	 ojo.	 La	 imagen	 muestra	 una	
representación	esquemática	del	ojo	y	de	la	localización	de	los	distintos	receptores	purinérgicos,	
señalando	 el	 principal	 potencial	 terapéutico	 de	 sus	 agonistas	 y/o	 antagonistas	 en	 cada	
estructura.		
Por	ejemplo,	se	ha	identificado	la	presencia	de	ciertos	dinucleótidos,	como	
el	 Ap4A,	 en	 la	 película	 lagrimal,	 cuya	 presencia	 se	 veía	 significativamente	
incrementada	en	pacientes	con	ojo	seco	(Peral	et	al.,	2006)	y	patologías	asociadas,	
como	el	síndrome	de	Sjögren	(Carracedo	et	al.,	2010),	por	lo	que	ha	sido	propuesto	
como	 un	 biomarcador	 efectivo	 para	 el	 diagnóstico	 de	 dicha	 patología	 (Pintor,	
2007).	 Curiosamente,	 la	 aplicación	 tópica	 de	 ciertos	 nucleótidos,	 como	 el	 ATP	 o	
UTP,	 y	 algunos	 dinucleótidos,	 como	 el	 Up4U	 (INS-365)	 e	 incluso	 el	 Ap4A,	 son	
capaces	 de	 incrementar	 la	 secreción	 lagrimal	 a	 través	 de	 la	 activación	 de	 los	
receptores	P2Y2	presentes	en	al	superficie	ocular.	Su	efecto	no	sólo	incrementa	el	
componente	acuoso	de	la	lágrima,	sino	también	el	contenido	proteico,	modificando	
la	 concentración	 de	 proteínas	 fundamentales	 para	 la	 integridad	 de	 la	 película	
lagrimal	y	la	superficie	ocular	como	son	las	mucinas	o	la	lisozima	(Carracedo	et	al.,	
2010;	Fujihara	et	al.,	2001;	Li	et	al.,	2001;	Murakami	et	al.,	2003;	Peral	et	al.,	2006;	
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Peral	 et	al.,	 2008).	Al	mismo	 tiempo	se	ha	demostrado	cómo	estos	nucleótidos	y	
dinucleótidos,	cuando	actúan	a	través	de	receptores	P2Y2	y/o	P2Y6,	son	capaces	de	
acelerar	el	proceso	de	cicatrización	corneal	al	mejorar	tanto	 la	migración	como	la	
proliferación	 celular	 (Mediero	 et	 al.,	 2010;	Mediero	 et	 al.,	 2008;	Mediero	 et	 al.,	
2006).		
Igualmente,	 como	 puede	 observarse	 en	 la	 tabla	 I.5,	 los	 receptores	
purinérgicos	 se	 encuentran	 presentes	 en	 todas	 las	 capas	 celulares	 de	 la	 retina	
neural,	 y	 en	 el	 epitelio	 pigmentado	 de	 la	 retina,	 de	 forma	 que	 los	 nucleótidos	
parecen	 ser	 moléculas	 de	 gran	 relevancia	 biológica	 en	 el	 proceso	 de	 la	
fototransducción.	El	principal	nucleótido	presente	en	la	retina	de	los	mamíferos	es	
el	 ATP,	 el	 cual	 es	 principalmente	 liberado	 por	 las	 células	 de	 Müller	 (Newman,	
2003).	 Aunque	 puede	 actuar	 a	 través	 de	 diferentes	 receptores,	 y	 por	 lo	 tanto	
desempeñar	 diferentes	 funciones,	 se	 le	 ha	 relacionado	 principalmente	 con	 el	
receptor	ionotrópico	P2X7	y	la	apoptosis	celular	en	una	gran	variedad	de	patologías	
como	 la	 retinosis	 pigmentaria,	 la	 retinopatía	 diabética	 o	 la	 DMAE	 (Dutot	 et	 al.,	
2008;	 Sugiyama	 et	 al.,	 2005b;	 Sugiyama	 et	 al.,	 2004;	 Sugiyama	 et	 al.,	 2010).	 Sin	
embargo,	mediante	 la	 activación	 de	 otro	 tipo	 de	 receptores	 puede	 actuar	 como	
diana	 terapéuticas	 para	 ciertas	 patologías	 retinianas.	 Por	 ejemplo,	 el	 P2Y2	 del	


























































































Tabla	 I.5.-	 Clasificación	 de	 los	 receptores	 P2Y	 expresados	 en	 el	 globo	 ocular.	 Los	 datos	
representados	en	 la	 tabla	han	sido	obtenidos	de	1:(Groschel-Stewart	et	al.,	 1999);	2:	 (Dutot	et	al.,	 2008);	3:	








































































































































la	 expresión	 de	 ciertos	 subtipos	 de	 receptores	 P2X	 y	 P2Y	 en	 las	 principales	
estructuras	oculares	bañadas	por	el	humor	acuoso,	como	los	procesos	ciliares	y	la	
malla	trabecular	(Tabla	I.5,	Figura	I.17),	sugieren	que	dichas	moléculas	contribuyen	
a	 la	 regulación	 de	 la	 dinámica	 del	 humor	 acuoso,	 y	 por	 lo	 tanto	 de	 forma	
secundaria	 a	 la	 regulación	 de	 la	 PIO.	 Aunque	 actualmente	 los	 mecanismos	 que	
regulan	 y	 controlan	 la	 PIO	 no	 están	 completamente	 establecidos,	 se	 sabe	 que	




pacientes	 glaucomatosos	 son	 aproximadamente	 14	 y	 15	 veces	 superiores,	
respectivamente,	a	los	niveles	presentes	en	individuos	sanos	(Castany	et	al.,	2011;	
Li	 et	 al.,	 2011b),	 lo	 cual	 sugiere	 la	 participación	 de	 estos	 compuestos	 en	 la	
fisiopatogénesis	 del	 glaucoma.	 Los	 elevados	 niveles	 de	 estos	 nucleótidos	 en	 los	
pacientes	con	glaucoma	parecen	estar	relacionados	con	el	incremento	de	la	PIO,	el	
cual	 puede	 ser	 debido	 a	 la	 acción	 de	 los	 receptores	 P2Y2.	 Algunos	 autores	 han	
propuesto	que	los	efectos	hipertensivos	de	nucleótidos	como	el	UTP,	ATP	o	el	ATP-
γ-S,	 al	 ser	 instilados	 tópicamente,	 pueden	 ser	 mediados	 por	 el	 receptor	 P2Y2	
presente	 en	 los	 procesos	 ciliares	 (Markovskaya	 et	 al.,	 2008;	 Peral	 et	 al.,	 2009;	
Pintor	et	al.,	2001a).	
Aunque	 también	 existen	 una	 serie	 de	 nucleótidos	 que	 cuando	 se	 aplica	
tópicamente,	 producen	 un	 efecto	 hipotensor.	 Entre	 los	 nucleótidos	 capaces	 de	
reducir	la	PIO,	hay	compuestos	que	lo	logran	al	conseguir	aumentar	la	facilidad	de	
drenaje	 del	 humor	 acuoso.	 Dentro	 de	 esta	 categoría	 estaría	 el	 α,β-meATP	 y	 βγ-
meATP,	los	cuales	producen	una	marcada	disminución	de	la	PIO,	del	14.2%	±	2.2%	y	
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del	 33.2%	 ±	 1.3%,	 respectivamente	 (Peral	 et	 al.,	 2009).	 Su	 efecto	 parece	 estar	
mediado	 por	 los	 receptores	 P2X2	 presentes	 en	 los	 terminales	 colinérgicos	 que	
inervan	 el	 músculo	 ciliar.	 El	 receptor	 P2X2	 desencadenaría	 la	 liberación	 de	
acetilcolina,	 la	 cual	 induciría	 un	 agrandamiento	 del	 ángulo	 iridocorneal	 con	 el	




receptores	 P2Y	 metabotrópicos	 de	 la	 malla	 trabecular.	 Un	 ejemplo	 de	 estos	
compuestos,	 sería	 el	 dinucleótido	 Ap4A,	 capaz	 de	 inducir	 un	 efecto	 hipotensor	
mediante	el	aumento	de	flujo	de	salida	trabecular	a	través	de	la	activación	de	los	
receptores	P2Y1	de	la	malla	trabecular	(Soto	et	al.,	2005).	
Finalmente,	 existen	 otro	 grupo	 de	 nucleótidos	 hipotensores	 capaces	 de	
estimular	 los	 receptores	 purinérgicos	 de	 los	 procesos	 ciliares,	 involucrados	 en	 el	
proceso	 de	 formación	 del	 humor	 acuoso.	 Un	 ejemplo	 es	 el	 nucleótido	 UDP	 que	
estimula	 los	 receptores	 P2Y6	 presentes	 en	 los	 vasos	 sanguíneos	 de	 los	 procesos	
ciliares,	 lo	 cual	 induce	 una	 vasoconstricción,	 y	 por	 consiguiente	 una	 reducción	
significativa	en	la	producción	de	humor	acuoso,	con	una	disminución	concomitante	
de	 la	PIO,	de	hasta	un	20%	(Markovskaya	et	al.,	2008).	Este	efecto	hipotensor	de	
los	 receptores	 P2Y6	 de	 los	 procesos	 ciliares	 fue	 confirmado	 posteriormente	
mediante	el	uso	del	dinucleótido	sintético	diinosina	tetrafosfato	(Ip4I).	El	efecto	de	
este	 dinucleótido	 se	 comprobó	 mediante	 ensayos	 con	 antagonistas	 selectivos,	 y	
demostró	 ser	 capaz	 de	 reducir	 significativamente	 la	 PIO	 mediante	 un	 efecto	
combinado	de	 los	receptores	P2Y1	de	malla	trabecular	y	 los	 	P2Y6	de	 los	procesos	
ciliares	 (Guzman-Aranguez	 et	 al.,	 2012).	 Otros	 diinosina	 polifosfatos	 fueron	
estudiados	en	este	mismo	trabajo,	con	importantes	efectos	sobre	la	modulación	de	
la	 PIO.	Mientras	 que	 el	 Ip3I	mostró	 también	 un	 potencial	 hipotensor,	 aunque	 en	
menor	rango	que	el	 Ip4I,	el	 Ip5I	 resultó	tener	un	efecto	hipertensivo	sobre	 la	PIO,	
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1.	JUSTIFICACIÓN		
El	 glaucoma	 es	 la	 principal	 causa	 de	 ceguera	 irreversible	 en	 el	 mundo	
(Pascolini	 et	 al.,	 2012).	 Es	 una	 patología	 que	 afecta	 en	mayor	medida	 al	 género	
femenino,	aproximadamente	al	59%	del	 total	de	 los	glaucomas	diagnosticados	en	
2010.	 Aunque	 la	 raza	 negra	 se	 considera	 un	 factor	 de	 riesgo	 para	 desarrollar	
glaucoma,	 siendo	 la	prevalencia	del	 glaucoma	primario	de	ángulo	abierto	 (GPAA)	
cuatro	 veces	 más	 común	 que	 en	 la	 raza	 blanca	 (Tielsch	 et	 al.,	 1991),	 estudios	




casos	 de	 glaucoma,	 habiéndose	 estimado	 que	 llegó	 a	 afectar	 a	 44	 millones	 de	
personas	en	2013	(Tham	et	al.,	2014).		
En	Europa	occidental,	aproximadamente	el	13%	de	los	casos	de	ceguera	son	
causados	 directamente	 por	 el	 glaucoma	 (Poulsen	 et	 al.,	 2005).	 En	 esta	 región,	 la	








socioeconómica	muy	 importante.	Debido	a	 la	 lenta	progresión	de	 la	patología	y	a	
su	 cronicidad	 con	 el	 tiempo,	 estos	 pacientes	 requieren	 de	 la	 monitorización	 del	
estado	de	 su	 enfermedad	 y	 de	un	 tratamiento	médico	de	por	 vida	 (Banga	 et	 al.,	
2015).	Alrededor	del	8.5%	de	las	visitas	a	la	consulta	de	oftalmología	son	debidas	al	
glaucoma,	y	se	estima	que	generan	un	gasto	por	paciente	de	1200	euros	el	primer	
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año	 y	 de	más	 de	 600	 durante	 el	 segundo	 (Grub	 et	 al.,	 2006),	 lo	 cual	 supone	 un	
gasto	 anual	 de	 varios	 millones	 de	 euros.	 En	 España,	 los	 costes	 únicamente	
derivados	 del	 tratamiento	 médico	 suponen	 a	 cada	 paciente	 aproximadamente	









de	 investigaciones	 se	 han	 centrado	 más	 en	 el	 estudio	 de	 la	 fisiopatología,	
principalmente	en	los	aspectos	hereditarios	de	la	misma,	con	el	objetivo	de	lograr	
una	 detección	 precoz	 de	 la	 enfermedad.	 En	 este	 contexto,	 una	 vertiente	 en	 la	
investigación	 de	 la	 fisiopatología	 del	 glaucoma	 se	 ha	 centrado	 en	 el	 estudio	 de	
nuevas	moléculas	que	puedan	participar	en	el	proceso	y	dentro	de	ellas	están	 los	
nucleótidos	y	los	receptores	purinérgicos.		
La	 presencia	 de	 receptores	 purinérgicos	 P2X	 y	 P2Y	 ha	 sido	 descrita	 en	 las	
principales	estructuras	oculares	relacionadas	con	la	dinámica	del	humor	acuoso,	los	
procesos	ciliares	y	la	malla	trabecular,	que	son	bañadas	por	dicho	fluido	(Guzman-
Aranguez	 et	 al.,	 2013).	 	 Al	 mismo	 tiempo,	 se	 ha	 detectado	 la	 presencia	 de	
nucleótidos	y	dinucleótidos,	como	el	ATP	y	el	Ap4A,	agonistas	de	dichos	receptores,	
en	 el	 humor	 acuoso	 tanto	 de	 humanos	 como	 en	 animales	 de	 experimentación	
(Mitchell	 et	 al.,	 1998;	 Pintor	 et	 al.,	 2003).	 Estos	 hechos	 sugieren	 que	 los	
nucleótidos,	que	actúan	como	señales	extracelulares,	puedan	ser	relevantes	en	 la	
fisiología	 ocular,	 pudiendo	 ser	 capaces	 de	modificar	 la	 PIO,	 bien	 actuando	 como	
hipotensores,	bien	actuando	como	hipertensivos,	como	ha	podido	comprobarse	en	
trabajos	 anteriores	 llevados	 a	 cabo	 por	 nuestro	 grupo	 de	 investigación	
(Markovskaya	et	al.,	2008;	Soto	et	al.,	2005).		




de	 Neurofisiología	 de	 la	 Facultat	 de	 Medicina-IDIBAPS	 de	 la	 Universitat	 de	
Barcelona	 durante	 los	 años	 2008-2009,	 se	 comprobó	 que	 los	 niveles	 de	 Ap4A	
presentes	 en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 pacientes	 diagnosticados	 de	 glaucoma	
estaban	incrementados,	aproximadamente	15	veces	respecto	a	los	niveles	medidos	
en	 los	 individuos	 sanos	 (Castany	 et	 al.,	 2011).	 Este	 hecho	 hace	 sospechar	 de	 la	
correlación	de	dicho	dinucleótido	con	la	fisiopatología	de	la	enfermedad.	
	Paralelamente,	estudios	de	otros	grupos	de	investigación,	simultáneos	al	de	
nuestro	 laboratorio,	 evaluaron	 la	 presencia	 de	 otro	 nucleótido,	 el	 ATP,	 en	 los	
distintos	medios	del	 globo	ocular,	destacando	 también	 los	niveles	 incrementados	
del	 mismo,	 hasta	 14	 veces	 más,	 en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 pacientes	
glaucomatosos	(Li	et	al.,	2011b).	Tanto	nosotros	como	estos	autores,	expresamos	
las	 sospechabas	 sobre	 la	 relación	 de	 los	 nucleótidos,	 y	 presumiblemente	 los	
receptores	 purinérgicos,	 con	 la	 fisiopatología	 del	 glaucoma,	 aunque	 por	 el	
momento,	su	papel	y	función	no	está	claro,	al	menos	a	nivel	de	polo	anterior.		
Por	 lo	 tanto,	 la	 hipótesis	 de	 este	 trabajo	 es	 que	 el	 Ap4A	 presente	 en	 el	
humor	 acuoso	 tiene	 un	 papel	 importante	 en	 la	 dinámica	 de	 dicho	 fluido,	 por	
medio	 de	 la	 activación	 de	 receptores	 purinérgicos	 presentes	 en	 los	 procesos	
ciliares,	como	el	P2Y2.	La	activación	de	dichos	canales	induciría	un	aumento	en	la	












Todos	 los	 antecedentes	 descritos	 nos	 llevaron	 a	 plantearnos	 como	objetivo	
general	de	esta	Tesis	Doctoral	determinar	 la	 función	del	Ap4A	en	 la	dinámica	del	
humor	acuoso.	Para	ello,	se	han	propuesto	los	siguientes	objetivos	específicos:	
	
1. Evaluar	 la	 relación	 que	 existe	 entre	 la	 activación	 de	 los	 receptores	








de	 Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 conejos,	mediado	 por	 proteínas	 que	 actúan	
como	sensores	celulares,	como	el	TRPV4.	
	
4. 	Determinar	 los	 mecanismos	 por	 los	 cuales	 el	 Ap4A	 es	 liberado	 al	 humor	
acuoso	 a	 través	 de	 los	 procesos	 ciliares,	 inducido	 por	 incrementos	 en	 la	 PIO.	















Todos	 los	 reactivos,	 materiales	 e	 instrumentos,	 así	 como	 las	 distintas	





























































































































































































































































































































1.2.1.1	 	 	 	Cultivo	celular	primario	de	células	epiteliales	no	pigmentadas	
de	los	procesos	ciliares	
El	 cultivo	 primario	 de	 las	 células	 epiteliales	 no	 pigmentadas	 (NPE)	 de	 los	
procesos	ciliares	de	conejo	albino	de	 la	Raza	Nueva	Zelanda	es	un	procedimiento	
complejo,	 puesto	 que	 en	 estos	 animales	 ambas	 capas	 del	 epitelio	 carecen	 de	
pigmento.	 Por	 esta	 razón,	 el	 cultivo	 primario	 se	 obtuvo	 a	 partir	 de	 ejemplares	









quedase	 hacia	 abajo.	 Con	 un	 bisturí	 se	 abrió	 el	 polo	 posterior	 mediante	 dos	
incisiones	 en	 forma	 de	 cruz,	 sin	 perforar	 el	 vítreo,	 de	 manera	 que	 quedasen	
colgando	 4	 flaps	 (colgajos)	 de	 esclera	 (figuras	 III.1	 A	 y	 B).	 Sujetando	 dos	 flaps	
perpendiculares	entre	sí	con	dos	pinzas,	se	procedió	a	evertir	la	córnea	con	el	dedo	
índice	 y	 conseguir	 que	 el	 vítreo	 sobresaliera	 por	 la	 abertura	 quedando	 unido	
únicamente	por	su	base	a	la	pars	plana	del	cuerpo	ciliar	(figura	III.1	C).	Al	separar	el	



























Figura	 III.1.	 Representación	del	 proceso	de	 extracción	del	 cultivo	 primario	 de	 células	
del	epitelio	ciliar	no	pigmentado	de	los	procesos	ciliares	de	conejos.	
	




y	 300	U/ml	 de	 hialuronidasa	 disueltos	 en	 una	 solución	 tamponada	 (66.7	mM	de	





que	 contenía	 unos	 10	ml	 de	DMEM	 con	 un	 20%	de	NCS:	 FBS	 (1:1).	 Éstos	 fueron	
triturados	 suavemente	mediante	 succión	 con	una	pipeta	Pasteur.	 Finalmente,	 las	
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células	 dispersadas	 fueron	 centrifugadas	 a	 670	 G	 durante	 10	 min	 a	 4°C.	 El	
sobrenadante	fue	desechado	y	el	pellet	de	NPE	fue	resuspendido	en	medio	DMEM	
con	20	%	FBS	+	100	IU	gentamicina/ml.	
A	 partir	 de	 este	 momento,	 las	 células	 del	 cultivo	 primario	 de	 NPE	 se	
incubaron	en	DMEM	suplementado	con	20%	FBS	a	37°C	en	una	atmosfera	húmeda	
(95%	 de	 humedad)	 y	 al	 5%	 de	 CO2	 durante	 4	 ó	 5	 días,	 durante	 los	 cuales	 no	 se	
cambió	 el	 medio.	 A	 partir	 del	 quinto	 día,	 el	 medio	 se	 renovó	 en	 días	 alternos.	
Aproximadamente	 cada	 10-15	 días	 se	 lograron	 colonias	 aisladas	 de	 células	
confluentes,	listas	para	levantarse	(tripsinizar)	y	sembrarse	de	nuevo	(pase	1).	Para	
los	ensayos	se	emplearon	células	de	diferentes	pases	del	cultivo,	hasta	un	máximo	





de	 epitelio	 no	 pigmentado	 de	 los	 procesos	 ciliares	 de	 conejo.	 Las	 células	
inmortalizadas	 NPEsv	 de	 conejo	 fueron	 cedidas	 por	 el	 Dr.	 Coca-Prados	 profesor	







renovado	 cada	 2-3	 días	 y	 el	 cultivo	 alcanza	 la	 confluencia	 cada	 5-6	 días.	 Para	 la	
realización	de	todos	los	experimentos	las	células	se	encontraban	entre	el	pase	13	y	
el	pase	15,		con	el	fin	de	evitar	la	desdiferenciación	celular.	
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1.2.2		Animales	de	experimentación	
Durante	 la	 realización	 de	 la	 presente	 tesis	 se	 ha	 utilizado	 como	 modelo	
experimental	 el	 conejo	 albino	 de	 la	 raza	 Nueva	 Zelanda.	 Los	 animales,	 todos	
machos	con	un	peso	de	entre	2	y	4	Kg,	 fueron	estabulados	en	 jaulas	 individuales	
con	 libre	 acceso	 a	 comida	 y	 agua,	 y	 fueron	 sometidos	 a	 ciclos	 controlados	 de	
luz/oscuridad	de	12	horas	para	evitar	 la	 influencia	de	 los	ciclos	circadianos	en	 las	
medidas	de	la	presión	intraocular.		
Los	 conejos	 empleados	 en	 los	 estudios	 farmacológicos	 fueron	 usados	 una	
única	 vez	 a	 la	 semana	 con	 el	 fin	 de	 permitirles	 recuperarse	 antes	 del	 siguiente	
ensayo.	Los	animales	destinados	a	 los	estudios	con	tratamientos	con	siRNA,	a	 los	




manejo	de	 animales	de	experimentación,	 la	 declaración	de	 “ARVO	Statement	 for	
the	Use	of	Animals	in	Opthalmology	and	Vision	Research”	y	pasaron	los	comités	de	
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y = 1.64x + 0.27  


























Para	 obtener	 el	 valor	 ajustado	 a	 la	 PIO	 de	 los	 conejos,	 a	 cada	 uno	 de	 los	

















los	 receptores	 P2	 (PPADS,	 RB-2,	 Suramina,	 MRS2179	 y	 MRS2578),	 siguiendo	 las	
indicaciones	que	 se	describen	a	 continuación	 sobre	 formulación	 y	 administración	
(epígrafe	2.2	del	 apartado	de	material	 y	métodos	de	esta	memoria).	 Para	ello	 se	










Con	 el	 fin	 de	 determinar	 la	 relación	 existente	 entre	 la	 activación	 del	 canal	
TRPV4	 y	 las	 variaciones	 en	 la	 PIO,	 los	 animales	 fueron	 tratados	 con	una	 serie	de	
agonistas	 y	 antagonistas	 de	 dicho	 canal.	 En	 estos	 casos,	 los	 experimentos	 se	
desarrollaron	conjuntamente	con	 los	ensayos	sobre	elevación	de	 la	PIO	mediante	
estasis	 venoso,	 por	 lo	 tanto	 el	 procedimiento	 llevado	 a	 cabo	 fue	 el	 mismo	 y	 se	
describe	 más	 detalladamente	 en	 el	 epígrafe	 2.4	 de	 este	 mismo	 apartado	 de	
material	y	métodos.	De	forma	simplificada,	la	PIO	basal	fue	medida	antes	de	instilar	
los	antagonistas	y	antes	de	comenzar	el	procedimiento	de	Trendelenburg	 (estasis	
venoso).	 Al	 mismo	 tiempo,	 cuando	 se	 estudió	 el	 efecto	 de	 los	 agonistas	 TRPV4	
inyectados	 intracamerularmente,	 la	 PIO	 fue	 monitorizada	 antes	 y	 después	 de	 la	
inyección,	 con	 el	 fin	 de	 descartar	 aquellos	 animales	 que	 sufrieran	 descensos	




2.2	 ESTUDIOS	 FARMACOLÓGICOS	 IN	 VIVO.	 FORMULACIÓN	 Y	
MÉTODO	DE	ADMINISTRACIÓN		
	
En	 el	 caso	 de	 las	 administraciones	 tópicas	 de	 compuestos,	 todos	 fueron	
formulados	siempre	en	solución	salina	isotónica	estéril	al	0.9%,	excepto	en	el	caso	
de	 aquellos	 que	 no	 fuesen	 solubles	 en	 agua,	 en	 cuyo	 caso	 fueron	 disueltos	 en	
DMSO	al	0,01%	diluidos	en	solución	salina.	Los	diferentes	compuestos	se	aplicaron	
unilateralmente	 a	 la	 córnea	 con	 un	 volumen	 fijo	 de	 10	 µl.	 El	 ojo	 contralateral	
recibió	el	mismo	volumen	de	salina	o	del	vehículo	utilizado	en	cada	caso.		
En	los	ensayos	con	agonistas	TRPV4,	donde	la	administración	del	compuesto	
debía	 ser	 directamente	 en	 cámara	 anterior,	 se	 realizaron	 inyecciones	
intracamerulares.	 Previamente	 a	 la	 administración	 los	 animales	 fueron	
debidamente	sedados	con	una	inyección	intramuscular	de	Ketamina	(0.15	mg/Kg)	y	









En	 los	experimentos	 llevados	a	cabo	con	el	 fin	de	estudiar	el	efecto	de	 los	
receptores	 P2Y2	 sobre	 la	 PIO,	 todos	 los	 agonistas	 P2Y2	 (UTP,	 2-S-UTP	 y	 UTP-γ-S)	
testados	fueron	 instilados	en	una	dosis	 fija	de	100	µM	para	 los	estudios	de	curso	
temporal	(time-course),	es	decir,	para	evaluar	su	efecto	sobre	la	PIO	a	lo	largo	del	






a	una	dosis	 fija	de	100	µM.	En	el	caso	de	 los	antagonistas	MRS2179	 (antagonista	
selectivo	del	 receptor	P2Y1)	 y	MRS2578	 (antagonista	 selectivo	del	 receptor	P2Y6),	
fueron	 testados	 a	 una	 concentración	 fija	 de	 1	 µM.	 En	 todos	 los	 casos,	 el	 ojo	
contralateral	 recibió	 el	 mismo	 volumen	 del	 vehículo,	 como	 ya	 se	 ha	 descrito	
anteriormente,	y	fue	considerado	como	control.			
Al	mismo	 tiempo,	 como	 se	 ha	mencionado	 anteriormente,	 los	 ensayos	 de	
los	 agonistas	 fueron	 repetidos	 en	 animales	 en	 los	 cuales	 previamente	 se	 había	
silenciado	 el	 receptor	 P2Y2.	 En	 este	 caso	 los	 agonistas	 fueron	 testados	 a	 una	
concentración	fija	de	100	µM	siguiendo	el	procedimiento	descrito	anteriormente,	
excepto	 que	 la	 instilación	 se	 llevó	 a	 cabo	 en	 el	momento	del	 efecto	máximo	del	






	En	 los	 experimentos	 llevados	 a	 cabo	 con	 el	 fin	 de	 comprobar	 el	 papel	 del	
canal	TRPV4	en	la	liberación	de	Ap4A	al	humor	acuoso	de	los	conejos,	los	agonistas	
instilados	 tópicamente,	 GSK1016779a	 y	 RN-1747,	 fueron	 testados	 a	 una	
concentración	de	1	µM	y	100	µM	respectivamente,	3	horas	antes	de	llevar	a	cabo	
el	procedimiento	de	extracción	del	humor	acuoso	(como	se	describe	más	adelante	
en	 el	 apartado	 2.4).	 Mientras	 que	 en	 el	 caso	 del	 agonista	 inyectado	 en	 cámara	
anterior,	4αPDD,	fue	inyectado	20	minutos	antes	de	llevar	a	cabo	el	procedimiento	
a	una	concentración	10	nM.		
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Al	 mismo	 tiempo,	 los	 antagonistas	 Rojo	 de	 Rutenio	 y	 HC-067047,	 fueron	
instilados	a	una	concentración	10	µM	y	300	µM,	respectivamente, 3	horas	antes	de	
colocar	 al	 animal	 en	 la	 posición	 de	 Trendelenburg	 o	 30	 minutos	 antes	 de	
administrar	el	agonista.		




los	 distintos	 tratamientos,	 la	 integridad	 de	 la	 superficie	 ocular	 de	 los	 conejos	
tratados	fue	evaluada	antes	y	después	de	cada	ensayo	con	la	ayuda	de	la	lámpara	
de	 hendidura	 Topcon	 SL-8Z.	 Para	 descartar	 irritación	 ocular	 aguda	 se	 evaluaron	




Debido	 a	 la	 falta	 de	 antagonistas	 selectivos	 del	 receptor	 P2Y2,	 se	 han	
realizado	 experimentos	 de	 silenciamiento	 génico	 mediante	 RNA	 interferente	






Con	 el	 fin	 de	 realizar	 los	 experimentos	 de	 silenciamiento	 se	 sintetizó	 una	
pareja	 de	 oligonucleótidos	 de	 RNA	 de	 21pb	 de	 secuencia	 complementaria	 a	 la	
secuencia	codificante	del	receptor	P2Y2	(GenBank:	EU886321)	(Cadena	RNA	sentido:	
CCUGUACUGCAGCAUCCUCtt;	 Cadena	 RNA	 anti-sentido: GAGGAUGCUGCAGUACAGGtt).	 Los	
oligorribonucleótidos	estaban	modificados	en	su	extremo	3´	(con	un	par	de	bases	










en	 solución	 salina	 estéril	 al	 0.9%	 (para	 los	 ensayos	 in	 vivo)	 o	 en	 agua	 libre	 de	




Para	 comprobar	 la	 eficacia	 in	 vivo	 del	 siRNA	 sintetizado	 se	 realizaron	
ensayos	de	inmunodetección	por	Western	Blot	(siguiendo	el	protocolo	descrito	en	
el	 epígrafe	 2.5	 del	 apartado	 de	 material	 y	 métodos)	 o	 inmunohistoquímica	
(epígrafe	2.6	de	material	y	métodos),	y	de	expresión	génica	por	RT-qPCR	(reacción	
de	 la	 transcriptasa	 inversa	y	 reacción	en	cadena	de	 la	polimerasa	 cuantitativa),	 a	
partir	de	los	procesos	ciliares	de	conejo	tratados	con	siRNA-P2Y2.	
	Los	 animales	 fueron	 tratados	 durante	 cuatro	 días	 consecutivos	 con	 el	
siRNA-P2Y2.	 El	 tratamiento	 se	 llevó	 a	 cabo	 mediante	 la	 instilación	 tópica	 de	 10	
nmoles	 de	 siRNA-P2Y2	 disuelto	 en	 40	 µl	 de	 solución	 salina	 estéril	 (el	 ojo	
contralateral	se	trató	con	el	mismo	volumen	de	solución	salina	libre	de	siRNA).	Los	
procesos	ciliares	fueron	recogidos	a	las	24,	48,	72	y	96	horas	después	de	la	primera	
instilación	 del	 siRNA.	 Para	 ello,	 los	 animales	 fueron	 sacrificados	 mediante	
sobredosis	 con	 pentobarbital	 sódico	 intravenoso	 y	 divididos	 en	 grupos	 según	 el	
método	 de	 validación	 empleado,	 de	 forma	 que	 la	 recogida	 de	 las	 muestras	 fue	
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distinta	 para	 cada	 uno.	 En	 el	 caso	 de	 la	 validación	 mediante	 western	 blot	 o	
inmunohistoquímica	,	la	recogida	de	las	muestras	se	especifica	más	adelante	en	el	
protocolo	correspondiente	de	esta	memoria.		
Para	 el	 método	 de	 validación	 mediante	 RT-qPCR,	 una	 vez	 sacrificado	 el	
animal,	los	ojos	fueron	enucleados	para	poder	extraer	las	muestras	de	los	procesos	
ciliares,	 que	 fueron	 inmediatamente	 transferidas	 a	 un	 tubo	 de	 centrífuga	 que	
contenía	 500	 µl	 del	 reactivo	 RNA	 Later	 	 (Ambion)	 y	 conservados	 a	 4°C	 hasta	 su	
posterior	procesamiento.	Las	muestras	fueron	recogidas	a	las	24,	48,	72	y	96	horas	
tras	la	primera	instilación	del	siRNA.	La	extracción	del	RNA,	tras	haber	eliminado	los	




en	 columna	 con	 el	 kit	 RNase-Free	DNase	 Set	 (Qiagen).	 La	 cantidad	 total	 de	 RNA	
aislado	fue	cuantificado	mediante	el	kit	Quant-iT	RiboGreen®	RNA	(Invitrogen).	
Para	la	síntesis	de	la	primera	cadena	de	cDNA,		se	retrotranscribió	1	µg	del	
RNA	 total	 empleando	 el	 kit	 High	 Capacity	 cDNA	 RT	 (Applied	 Biosystems)	 con	
hexámeros	 aleatorios.	 La	 síntesis	 de	 cDNA	 fue	 llevada	 a	 cabo	 incubando	 dicha	
mezcla	a	25°C	durante	10	minutos	seguido	de	una	incubación	a	37°C	durante	120	




de	 reacción	 con	 magnesio	 y	 una	 mezcla	 de	 dNTPs),	 con	 los	 cebadores	 de	 PCR	
específicos	 del	 gen	 P2Y2	 (secuencia	 sentido:	 5ʹ-TGGAGCCGTCTCTAACCCTGA-3ʹ	 y	 anti-
sentido,	 5ʹ-GCTGGCACGCTGAACCAGTA-3ʹ)	 y	5	µl	de	 cDNA	de	 cadena	 sencilla	diluidos	
en	un	equipo	de	PCR	en	tiempo	real	ABI	Prism	7300	(Applied	Biosystems).		
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Las	 condiciones	 de	 ciclación	 incluían	 un	 ciclo	 a	 95°C	 durante	 15	 minutos	
seguido	 de	 40	 ciclos	 de	 tres	 fases:	 94°C	 durante	 15	 segundos,	 55°C	 durante	 30	
segundos	y	72°C	durante	34	segundos,	realizándose	en	este	último	paso	la	medida	
de	fluorescencia.	
En	 todos	 los	ensayos	se	 incluyeron	controles	negativos,	 sin	cDNA	molde,	y	
controles	sin	retrotranscriptasa,	para	comprobar	si	existía	contaminación	con	DNA	
genómico.	 Al	mismo	 tiempo,	 el	 gen	 control	 endógeno	ATP5B	 (ATP5B	 Sentido:	 5ʹ-
GAAGTGCAAGGCAGGAAGAC-3ʹ	 and	ATP5B	 anti-sentido,	 5ʹ-AATTTTGATAGGCGCACCAG-3ʹ)	
fue	 usado	 como	 control	 interno	 para	 normalizar	 la	 expresión	 relativa	 de	 RNA	
mensajero.	 Al	 normalizar	 la	 expresión	 se	 evitan	 las	 diferencias	 causadas	 por	
disparidades	en	el	rendimiento	del	aislamiento	de	RNA	o	a	una	degradación	parcial	
de	la	muestra	de	RNA	previa	a	la	síntesis	de	cDNA.	
	La	 especificidad	 de	 la	 PCR	 y	 la	 ausencia	 de	 dímeros	 de	 cebadores	 se	




que	 es	 el	 número	 de	 ciclo	 a	 partir	 del	 cual	 una	muestra	 emite	 fluorescencia	 por	
encima	de	la	línea	base	o	ruido	de	la	fluorescencia,	en	la	fase	exponencial	(Figura	
III.3	A).		
Para	 calcular	 la	eficiencia	de	 la	 amplificación	de	 cada	pareja	de	 cebadores	
empleados	en	 los	experimentos	de	qPCR,	 se	generaron	dos	 curvas	estándar	 (una	
para	la	pareja	de	cebadores	empleados	para	amplificar	el	receptor	P2Y2	y	otra	para	
la	 pareja	 del	 ATP5B),	 a	 partir	 de	 diluciones	 seriadas	 de	 cDNA	 (Figura	 III.3	 B).	 La	
eficiencia	 de	 amplificación	 fue	 calculada	 a	 partir	 de	 la	 pendiente	 que	 define	 la	
curva	estándar	de	cada	gen	(E=	10-1/m,	m	es	la	pendiente	de	la	curva	estándar	(Livak	
et	al.,	2001)).		




































sentido	 y	 diferentes	 diluciones	 de	 cDNA.	A)	Representa	 la	 fluorescencia	 normalizada	 (ΔRn)	
frente	 al	 nº	 de	 ciclo	 de	 la	 reacción.	 B)	 Representa	 el	 logaritmo	 de	 la	 dilución	 frente	 a	 sus	

















la	 PIO,	 se	 realizaron	 una	 serie	 de	 ensayos	 en	 conejos	 tratados	 con	 el	 siRNA	
específico	 para	 P2Y2	 (siRNA-P2Y2).	 Como	 se	 ha	 descrito	 en	 el	 apartado	 anterior,	
durante	cuatro	días	consecutivos	los	ojos	de	los	animales	fueron	instilados	con	una	
dosis	 de	 10	 nmol	 de	 siRNA	 sintetizado	 disueltos	 en	 40	 µl	 de	 solución	 salina	














iT™	 Alexa	 Fluor®	 Red	 Fluorescent	 Control	 (Invitrogen).	 Para	 la	 optimización	 se	
comprobaron	distintos	volúmenes	del	agente	de	transfección,	al	igual	que	distintas	
cantidades	de	siRNA.	
Las	 células	 fueron	 sembradas	 en	 placas	 de	 6	 pocillos.	 Una	 vez	 las	 células	
alcanzaron	el	60%	de	confluencia,	se	incubaron	con	DMEM	libre	de	suero	y	sin	rojo	





de	 la	 Lipofectamina,	 ésta	 fue	 retirada	 a	 las	 6	 horas,	 sustituyendo	 en	 cada	 grupo	
todo	el	medio	por	DMEM	de	alto	contenido	en	glucosa	y	FBS	al	2%.		
Una	 vez	 finalizado	 el	 tiempo	 de	 incubación,	 con	 el	 objetivo	 de	 evaluar	 la	
eficacia	 de	 la	 transfección,	 se	 evaluó	 la	 fluorescencia	 bajo	microscopía	 confocal,	
recogiendo	 fotos	 de	 cada	 situación.	 Para	 evaluar	 la	 viabilidad	 celular	 con	 las	
diferentes	transfecciones	se	emplearon	el	método	de	Azul	Tripan	y	MTT.			
2.3.3.1.1					ENSAYOS	CON	AZUL	TRIPAN	
El	 uso	 del	 azul	 tripán,	 un	 colorante	 azoico,	 es	 un	 método	 de	 tinción	 por	
exclusión	que	se	utiliza	para	ensayos	de	viabilidad.	Su	fundamento	se	basa	en	que	
en	las	células	vivas,	con	la	membrana	celular	intacta,	el	azul	tripán	no	se	incorpora	
a	 la	 célula,	 por	 el	 contrario,	 sí	 atraviesa	 la	membrana	de	 las	 células	muertas,	 las	
cuales	 se	muestran	de	un	 característico	 color	 azul	 al	 ser	 observadas	mediante	 el	
microscopio.	El	porcentaje	de	viabilidad	celular	se	obtiene	de	la	relación	entre	las	
células	teñidas	y	las	que	no	lo	están.	
Para	 llevar	 a	 cabo	 el	 procedimiento,	 las	 células	 se	 levantaron	 y	 se	
resuspendieron	 en	 PBS	 1X.	 Posteriormente,	 se	 mezcló	 un	 volumen	 de	 50	 µl	 del	
resuspendido	de	 células	 con	50	µl	 de	 azul	 tripán	 y	 se	 dejó	 incubar	 10	minutos	 a	






basa	 en	 la	 medición	 de	 la	 actividad	 metabólica	 de	 las	 células	 en	 fase	 de	
proliferación	activa.	Este	método	se	basa	en	la	capacidad	que	presenta	la	succinato	
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deshidrogenasa	mitocondrial	de	las	células	eucariotas	vivas	para	convertir	el	MTT,	
que	 es	 de	 color	 amarillo	 y	 actúa	 de	 sustrato,	 en	 un	 producto	 insoluble	 de	 color	
púrpura	que	cristaliza	en	soluciones	acuosas	 (formazán),	 lo	cual	se	 traduce	en	un	
incremento	 en	 los	 valores	 de	 absorbancia	 de	 la	 muestra.	 Existe	 una	 gran	
correlación	entre	el	número	de	células	viables	y	la	cantidad	de	MTT	metabolizado.	
En	 estos	 ensayos	 los	 cultivos	 celulares,	 tras	 los	 distintos	 tratamientos,	
fueron	 incubados	 durante	 2	 horas	 a	 37°C	 con	 una	 solución	 de	MTT	 (0,5	mg/ml).	
Posteriormente,	 las	 células	 fueron	 lisadas	 y	 los	 cristales	 de	 formazán	 púrpura	 se	
disolvieron	utilizando	DMSO.	La	absorbancia	de	la	placa	fue	leída	a	una	longitud	de	
onda	de	570	nm	y	corregida	para	eliminar	el	background	restando	 la	absorbancia	




Una	 vez	 validado	 y	 ajustado	 el	 protocolo	 de	 transfección	 se	 realizó	 la	
validación	del	silenciamiento	del	receptor		P2Y2	con	el	siRNA	correspondiente.		
En	 este	 caso	 estudiamos	 dos	 cantidades	 de	 siRNA	 y	 su	 efecto	 a	 cuatro	
tiempos	distintos.	Una	vez	 las	 células	alcanzaron	una	confluencia	del	60%	 fueron	
incubadas	en	DMEM	 libre	de	 suero	y	 sin	 rojo	 fenol	al	 cual	 se	añadió	el	 complejo	
Lipofectamina-siRNA	disuelto	en	Opti-MEM.	Finalmente,	el	volumen	más	eficiente	
y	menos	tóxico	de	Lipofectamina	3000,	que	resultó	ser	10	µl	por	pocillo,	se	probó	
con	 dos	 cantidades	 (100	 y	 150	 pmoles	 por	 pocillo)	 del	 siRNA	 sintetizado	 con	 el	
objetivo	 de	 estudiar	 cual	 de	 las	 dos	 producía	 el	 silenciamiento	 apropiado.	 El	
procedimiento	de	 transfección	 seguido	es	el	 recomendado	por	 Invitrogen	para	el	
agente	 de	 transfección	 Lipofectamina	 3000,	 aunque	 el	medio	 es	 retirado	 a	 las	 6	
horas	 y	 remplazado	 por	 DMEM	 con	 alto	 contenido	 en	 glucosa	 y	 2%	 de	 FBS.	 Se	
evaluó	la	eficacia	del	silenciamiento	a	distintos	tiempo	de	incubación,	a	las	24,	48,	
72	y	96	horas	de	la	transfección.		




del	 apartado	 de	 material	 y	 métodos	 de	 esta	 memoria.	 Para	 ello,	 las	 muestras	
correspondientes	 al	 material	 celular	 de	 dos	 pocillos	 con	 el	 mismo	 tratamiento	
fueron	 recogidas	a	 los	distintos	 tiempos	 (24,	48,	72	y	96	horas).	Dichas	muestras	










sobre	 coverslips.	 Una	 vez	 llegaron	 al	 60%	 de	 confluencia	 fueron	 transfectadas,	
siguiendo	 el	 protocolo	 ya	 descrito	 anteriormente,	 para	 lograr	 las	 mejores	
condiciones	de	eficiencia	(volumen	de	10	µl		de	Lipofectamina	3000	y	100	pmoles	
por	pocillo	de	siRNA).	Pasadas	72	horas	de	la	transfección,	momento	en	el	cual	se	
logró	 el	 silenciamiento	más	 efectivo,	 las	 células	 fueron	 tratadas	 con	 Ap4A	 a	 una	
concentración	10	µM	durante	60	minutos.	Trascurrido	ese	tiempo	se	llevó	a	cabo	la	
inmunocitoquímica	 para	 P2Y2	 siguiendo	 el	 protocolo	 descrito	más	 adelante	 en	 el	
epígrafe	2.6	de	este	apartado.		
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2.4	 ELEVACIÓN	 DE	 LA	 PRESIÓN	 INTRAOCULAR	 POR	 ESTASIS	
VENOSO	POR	GRAVEDAD	
Con	el	objetivo	de	producir	un	aumento	significativo,	controlable	y	repetible	
de	 la	 presión	 intraocular	 en	 los	 conejos,	 se	 les	 indujo	 un	 estasis	 venoso	 por	
gravedad	 mediante	 la	 colocación	 del	 animal	 en	 la	 posición	 de	 Trendelenburg	
formando	un	ángulo	de	80º	con	 la	horizontal,	siguiendo	el	protocolo	descrito	por	
Gual	y	colaboradores	(Gual	et	al.,	1989).	La	fuerza	de	la	gravedad	ejercida	durante	
el	 tiempo	que	el	animal	se	encuentra	en	 la	posición	de	Trendelenburg,	 induce	un	
estasis	venoso	que	eleva	la	PIO	debido	principalmente	a	la	compresión	del	canal	de	
Schlemm	y	de	las	venas	epiesclerales	(Langham	et	al.,	1960b).			

















Figura	 III.4.-	Modelo	 de	 hipertensión	 ocular	 inducido	 por	 la	 posición	 de	 Trendelenbug.	 La	
imagen	muestra	 la	 mediada	 de	 la	 PIO	 realizada	 con	 el	 tonómetro	 de	 no-contacto	 TonoVet,	
mientras	el	animal	está	colocado	en	la	posición	de	Trendelenburg	(sujeto	en	el	cepo,	formando	
un	ángulo	de	80°	con	la	horizontal).	
Material y Métodos    
106	
	
La	 PIO	 fue	monitorizada	 con	 los	 animales	 en	 la	 posición	prono	horizontal,	
considerándose	esos	valores	como	la	PIO	control	basal,	y	posteriormente	volvería	a	
monitorizarse	 al	 colocar	 al	 animal	 en	 la	 posición	 de	 Trendelenburg.	 Las	medidas	
basales	 fueron	tomadas	un	mínimo	de	6	veces	con	 intervalos	de	5	minutos	entre	
ellas,	 y	 desde	 que	 el	 animal	 se	 colocó	 en	 la	 posición	 de	 Trendelenburg	 se	
monitorizó	 cada	 5	 minutos	 durante	 los	 primeros	 20	 minutos,	 y	 posteriormente	
cada	10	minutos	hasta	llegar	a	la	hora.		
Al	mismo	 tiempo,	 para	 evaluar	 el	 efecto	 que	 la	 sedación	 de	 los	 animales	
tenía	sobre	 las	variaciones	en	 la	PIO,	 los	conejos	 fueron	aleatoriamente	divididos	
en	2	grupos,	grupo	con	anestesia	y	grupo	sin	anestesia.	El	objetivo	de	usar	sedación	
durante	el	procedimiento	fue	poder	extraer	una	muestra	del	humor	acuoso	de	los	
conejos	cuando	 la	PIO	estuviese	elevada.	Además,	 la	sedación	permite	 lograr	una	
elevación	de	la	PIO	más	estable,	ya	que	la	cabeza	de	los	animales	siempre	estaría	
en	la	misma	posición.	Cuando	los	animales	no	están	sedados,	en	la	mayoría	de	los	
casos,	 tienden	 a	 colocar	 la	 cabeza	 en	 posición	 horizontal,	 evitando	 en	 parte	 el	
estasis	 venoso	 producido	 por	 la	 posición	 de	 Trendelenburg.	 En	 el	 grupo	 de	
animales	sedados	es	importante	la	monitorización	de	las	constantes	vitales,	ya	que	
existe	 el	 riesgo	 de	 que	 los	 animales	 de	 mayor	 peso	 sufran	 fallos	 respiratorios	
debido	al	efecto	compresor	que	genera	dicha	posición.	 	 La	única	diferencia	en	el	
protocolo	en	el	grupo	de	animales	con	anestesia,	es	que	la	PIO	se	monitorizó	antes	
y	 después	 de	 que	 fueran	 sedados	 con	 una	 inyección	 intramuscular	 de	 Ketamina	
(0.15	 mg/Kg)	 y	 Medetomidina	 (0.25	 mg/Kg)	 y	 30	 minutos	 después	 de	 haberlos	
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2.4.1	 Estudio	 del	 efecto	 de	 la	 elevación	 de	 la	 PIO	 sobre	 la	
concentración	 de	 Ap4A	 del	 humor	 acuoso	 de	 los	 conejos	 y	 su	
posible	correlación	con	la	activación	del	TRPV4		
Con	 el	 objetivo	 de	 estudiar	 el	 efecto	 de	 la	 elevación	 de	 la	 PIO	 en	 la	
liberación	de	Ap4A	al	humor	acuoso	de	los	conejos,	se	llevaron	a	cabo	una	serie	de	
experimentos	 en	 los	 que	 se	 recogieron	 muestras	 de	 humor	 acuoso	 tras	 haber	
producido	 un	 aumento	 significativo	 de	 la	 PIO,	 las	 cuales	 serían	 analizadas	
posteriormente	mediante	HPLC.	Para	ello	se	seleccionó	un	grupo	de	animales	cuya	
PIO	 fue	 monitorizada	 en	 todo	 momento.	 Una	 vez	 sedados,	 según	 el	 protocolo	
descrito	con	anterioridad,	se	les	extrajo	el	humor	acuoso	del	OD	en	posición	prono	
horizontal	 con	 una	 aguja	 30-G	 mediante	 una	 inyección	 a	 través	 del	 limbo	
esclerocorneal.	 Posteriormente,	 el	 animal	 fue	 colocado	 en	 la	 posición	 de	




fueron	 inmediatamente	 trasvasado	 a	 un	 tubo	 eppendorf	 y	 conservados	 a	 -20°C	
hasta	su	posterior	análisis	mediante	HPLC.	
Para	 poder	 determinar	 la	 relación	 entre	 el	 aumento	 de	 PIO,	 el	 receptor	
TRPV4	y	 la	 liberación	de	Ap4A	al	humor	acuoso	de	 los	conejos,	se	 llevaron	a	cabo	
otra	 serie	 de	 experimentos	 en	 los	 cuales	 los	 animales	 fueron	 aleatoriamente	
divididos	en	ocho	grupos.	El	primer	grupo	estaría	formado	por	los	conejos	control,	
es	decir	animales	cuyo	humor	acuoso	sería	extraído	en	posición	prono	horizontal.	




sido	 previamente	 pretratados	 (3	 horas	 antes)	 mediante	 instilación	 tópica	 con	 el	
antagonista	de	los	canales	TRPV,	Rojo	de	Rutenio	(40	µl	a	10	µM)	y	el	antagonista	
selectivo	del	TRPV4,	HC-067047	 (40	µl	a	30	µM),	 respectivamente.	En	el	 resto	de	





fuese	 extraído,	 aunque	en	 el	 sexto	 grupo	 los	 animales	 había	 sido	pretratados	 30	
minutos	antes	con	el	antagonista	HC-067047	(40	µl	a	30	µM).	En	el	séptimo	grupo	a	
los	 animales	 se	 les	 inyecto	 de	 forma	 intracamerular	 el	 4αPDD	 (20	 µl	 a	 1	 µM),	
agonista	 TRPV,	 y	 el	 humor	 acuoso	 fue	 extraído	 20	 minutos	 tras	 la	 inyección.	
Finalmente	 en	 el	 octavo	 grupo	 los	 animales	 fueron	 tratados	mediante	 instilación	
tópica	 con	el	 agonista	 selectivo	del	 canal	 TRPV4,	RN-1747	 (40	µl	 a	 100	µM)	y	 su	
humor	acuoso	fue	extraído	tras	3	horas	y	20	minutos	de	la	instilación.	La	espera	de	
3	 horas	 desde	 la	 instilación,	 corresponde	 al	 tiempo	 estimado	 que	 tardan	 los	
fármacos	en	atravesar	 la	barrera	 fisiológica	que	 representa	 la	córnea	cuando	son	
instilados	tópicamente,	para	poder	llevarse	a	cabo	el	efecto	deseado,	basándonos	
en	 la	 experiencia	 previa	 de	 nuestro	 grupo	 de	 investigación	 (Loma	 et	 al.,	 2015).	
Pasados	 los	 20	 minutos	 y	 tras	 la	 extracción,	 los	 animales	 fueron	 devueltos	 a	 la	
posición	horizontal	en	todos	los	grupos.		
En	 todos	 los	 ensayos,	 el	 OD	 fue	 siempre	 considerado	 el	 ojo	 tratado,	 y	 en	
todos	 los	 grupos	 el	 ojo	 contralateral	 fue	 instilado	 con	 el	 mismo	 volumen	 de	
vehículo	con	el	objetivo	de	emplearlo	como	control	interno	del	ensayo.	Es	decir,	en	
el	 caso	 del	 4αPDD	 el	OI	 fue	 inyectado	 con	 el	mismo	 volumen	 de	 solución	 salina	
estéril,	 mientras	 que	 en	 el	 grupo	 GSK1016779a,	 el	 OI	 fue	 instilado	 con	 solución	
salina	estéril	y	un	porcentaje	de	DMSO	menor	de	0.01%.		
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animales	 fueron	 sacrificados	 mediante	 sobredosis	 con	 pentobarbital	 sódico	
intravenoso.	 Los	 ojos	 fueron	 enucleados,	 y	 dependiendo	 del	 caso,	 o	 bien	 se	
extrajeron	 separados	 el	 NPE	 y	 el	 PE	 (basándonos	 en	 el	 mismo	 procedimiento	
descrito	para	 la	obtención	del	cultivo	primario,	epígrafe	2.1),	o	bien	se	extrajeron	
los	procesos	ciliares	enteros.	En	ambos	casos,	el	material	extraído	fue	cortado	en	
las	 porciones	 más	 pequeñas	 posibles,	 e	 inmediatamente	 trasvasado	 a	 un	 tubo	
eppendorf	 	 con	 tampón	 de	 lisis	 RIPA	 en	 una	 relación	 1:5	 (peso:volumen)	 para	
homogeneizarlo	y	poder	proceder	al	 lisado	del	mismo.	A	partir	de	este	momento,	
todo	el	procedimiento	se	realizó	en	frío	(en	hielo).	El	tejido	homogeneizado	se	lisó	
con	 la	 ayuda	de	 una	 aguja	 25-G,	 y	 se	 dejó	 incubar	 durante	 30	minutos	 en	 hielo.	
Posteriormente	 las	 muestras	 fueron	 centrifugadas	 a	 4°C	 y	 15870	 G	 durante	 20	
minutos.	 Finalmente	 el	 sobrenadante,	 que	 es	 el	 que	 contenía	 la	 proteína,	 fue	
recogido,	 trasvasado	 a	 nuevos	 tubos	 eppendorf	 y	 conservado	 a	 -20°C	 hasta	 su	
análisis.		
En	el	caso	de	los	cultivos	celulares,	 las	células	 inmortalizadas	NPEsv	fueron	
sembradas	 hasta	 alcanzar	 la	 confluencia	 (excepto	 en	 el	 caso	 de	 las	 células	
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RIPA	y	 las	 células	 fueron	 recogidas	 con	ayuda	de	un	 raspador,	el	material	 celular	
procedente	de	dos	pocillos	con	el	mismo	tratamiento	fue	trasvasado	y	unido	en	un	
mismo	eppendorf,	alcanzando	un	volumen	final	de	200	µl	por	tubo.	A	continuación	





Para	 la	 cuantificación	 de	 la	 proteína	 total	 en	 las	 muestras	 de	 tejido	 se	
empleó	 el	 método	 descrito	 por	 Bradford	 (Bradford,	 1976),	 que	 consiste	 en	 la	
incubación	 de	 50	 μL	 del	 sobrenadante	 del	 tejido,	 con	 200	 μL	 de	 reactivo	 de	
Bradford	(azul	de	Coomasie	G-250)	y	750	μL	de	solución	de	dilución	(0.15	M	NaCl),	
durante	 5	 minutos	 a	 temperatura	 ambiente.	 Posteriormente,	 se	 midió	 la	
absorbancia	a	595	nm	en	el	lector	de	placas.	Para	la	curva	de	calibración	se	usó	BSA	
en	 concentraciones	 de	 1.25-25	 µg/ml.	 Cada	 muestra,	 diluida	 1:5,	 se	 midió	 por	
triplicado.	 El	 valor	 de	 la	 concentración	 se	 obtuvo	 por	 extrapolación	 de	 los	
resultados	de	absorbancia	en	la	recta	de	calibración.	
Para	 la	determinación	de	 la	 concentración	de	proteínas	 totales	en	cultivos	
celulares	se	empleó	el	método	colorimétrico	del	ácido	bicinconínico	(BCA)	descrito	
por	Fujimoto	(Bradford,	1976).	En	primer	lugar	se	preparó	la	recta	patrón	con	BSA	
(25-2000	 μg/ml)	 y	 a	 continuación	 las	 muestras	 diluidas	 1:10,	 de	 todos	 ellos	 se	
añade	un	volumen	de	25	µl	en	cada	pocillo.	Posteriormente	se	añadió	el	complejo	
formado	por	el	reactivo	A	y	el	reactivo	B	del	kit	(50:1)	en	un	volumen	de	200	µl	a	
cada	 uno	 de	 los	 pocillos	 y	 se	 dejó	 incubar	 la	 placa	 30	minutos	 en	 la	 estufa	 y	 en	













cargar).	 Finalmente,	 y	 en	 el	 caso	 de	 la	 AQP1,	 las	muestras	 se	 calentaron	 a	 95°C	
durante	5	minutos	en	el	termobloque	seco	para	favorecer	su	desnaturalización	y	se	
dejaron	 enfriar	 para	 posteriormente	 ser	 centrifugadas	 a	 15870	 G	 durante	 un	
minuto	y	cargadas	en	el	gel	de	electroforesis.	
2.5.4	Separación	electroforética	de	proteínas	(SDS-PAGE)	
Una	 vez	 preparadas	 las	 muestras,	 se	 separaron	 en	 función	 de	 su	 peso	
molecular	 mediante	 electroforesis	 SDS-PAGE.	 Este	 tipo	 de	 electroforesis	 se	
produce	en	condiciones	desnaturalizantes	y	reductoras,	en	un	sistema	discontinuo.		
Para	ello,	se	utilizaron	geles	de	poliacrilamida	con	grosores	de	1.5mm.	El	gel	
separador	 se	 preparó	 a	 un	 porcentaje	 determinado	 de	 acrilamida/bisacrilamida	
para	cada	proteína	evaluada	(10%	para	P2Y2	y	TRPV4	y	15%	para	AQP1),	mientras	
que	 el	 gel	 concentrador	 se	 preparó	 a	 un	 porcentaje	 del	 4%	 en	 todos	 los	 casos	
(Tabla	III.8).		
Tabla	 III.8.	Composición	de	 los	geles	de	poliacrilamida	empleados	durante	 la	electroforesis	
de	los	ensayos	de	Western	Blot	
Gel	concentrador		 Gel	separador	
Tris	pH=6.8	 125	mM	 Tris	pH=8.8	 375	mM	
SDS		 0.1%	 SDS		 0.1%	
APS	 0.25	mg/ml	 APS	 0.25	mg/ml	
TEMED	 0.20%	 TEMED	 0.05%	
Acrilamida/Bisacrilamida	 4%	 Acrilamida/Bisacrilamida	 %	determinado	para	cada	proteína	







el	 frente	 electroforético	 alcanzó	 el	 final	 del	 gel	 separador,	momento	 en	 que	 fue	
parada	la	electroforesis.		
2.5.5	Transferencia	húmeda	
En	 el	 caso	 de	 las	 muestras	 procedentes	 de	 tejido,	 una	 vez	 las	 proteínas	
fueron	 separadas	 en	 función	 de	 su	 peso	 molecular	 durante	 el	 proceso	









proteínas	 fueron	 separadas	 mediante	 el	 proceso	 electroforético,	 éstas	 serían	
transferidas	a	una		membranas	de	nitrocelulosa	mediante	una	transferencia	semi-
seca	 (Semi-Dry)	 siguiendo	 el	 protocolo	 descrito	 por	 Towbin	 y	 colaboradores	
(Towbin	et	al.,	1979).	
Tanto	 los	 geles	 de	 electroforesis,	 como	 las	 membranas	 de	 nitrocelulosa,	
fueron	hidratados	y	equilibrados	con	el	tampón	de	transferencia	semi-dry	durante	
15	minutos,	al	igual	que	los	papeles	whatman.	Las	proteínas	fueron	transferidas	en	
el	 sistema	 Trans-Blot®	 SD	 Semy-Dry	 transfer	 cell	 (Figura	 III.6)	 a	 un	 voltaje	
constante	de	22V	durante	una	hora.	




tampón	de	bloqueo	 (que	contiene	 leche	 libre	de	grasas	y	proteasas)	durante	una	
hora	 en	 agitación	 orbital	 constante	 para	 evitar	 las	 uniones	 inespecíficas.	 A	
continuación	se	incubaron	con	el	anticuerpo	primario	correspondiente	(tabla	III.9)	
durante	 toda	 la	 noche	 en	 agitación	 contante	 a	 4°C.	 Tras	 retirar	 el	 anticuerpo	
primario	y	 lavar	 la	membrana	3	veces	con	solución	de	lavado	durante	10	minutos	
cada	 vez	 en	 agitación	 constante,	 las	membranas	 se	 incubaron	 con	 el	 anticuerpo	
secundario	durante	una	hora	a	temperatura	ambiente	en	agitación	más	suave.	Por	
último,	 y	 tras	 3	 lavados,	 de	 10	 minutos	 cada	 uno	 en	 agitación	 y	 a	 temperatura	
ambiente,	las	membranas	estuvieron	listas	para	revelarse.	
Las	 proteínas	 separadas	 y	 marcadas	 mediante	 inmunoblot	 se	 visualizaron	
por	 quimioluminiscencia	 mediante	 el	 sistema	 de	 detección	 “ECL:	 Enhanced	
ChemiLuminiscence”	siguiendo	las	especificaciones	del	fabricante.	La	exposición	de	
una	 película	 fotográfica	 (Hyperfilm-ECL)	 a	 la	 membrana	 quimioluminiscente,	
permitió	detectar	las	bandas	proteicas	correspondientes	a	la	unión	específica	de	la	
proteína	con	el	anticuerpo.	


















con	el	 fin	 	de	verificar	si	 la	carga	se	realizó	de	 forma	correcta,	se	 llevó	a	cabo	un	
reprobing.		
Para	 ello,	 se	 comenzó	 a	 realizar	 el	 striping	 de	 las	 membranas,	 es	 decir,	
lavarlas	 con	 solución	 de	 reprobing	 durante	 30	 minutos	 a	 55°C	 con	 agitación	
ocasional	 cada	 10	 minutos,	 para	 eliminar	 los	 restos	 de	 ECL,	 anticuerpos	





Tras	 el	 revelado	 de	 las	 membranas,	 las	 películas	 correspondientes	 al	
western	 y	 al	 reprobing,	 se	 escanearon	 y	 se	 realizó	 un	 análisis	 densitométrico	
utilizando	el	equipo	KODAK	Gel	Logic	200		y	el		software	Kodak	Molecular	Imaging.	
Los	 niveles	 de	 cada	 proteína	 problema	 fueron	 normalizados	 en	 relación	 a	 los	
niveles	de	las	proteínas	de	control	de	carga	(GAPDH	y	β-tubulina).	Todos	los	datos	
mostrados	son	la	representación	de	3	experimentos	independientes.	






síntesis	 o	 no,	 se	 realizaron	 una	 serie	 de	 ensayos	 con	 Ap4A	 y	 un	 inhibidor	 de	 la	
síntesis	proteica.		
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Las	 células	 fueron	 sembradas	 en	 placas	 de	 6	 pocillos	 hasta	 alcanzar	 la	
confluencia.	Entonces	fueron	divididas	en	células	control	(aquellas	que	no	tuvieron	
ningún	tipo	de	tratamiento),	células	tratadas	con	Ap4A	a	una	concentración	100	µM	
durante	60	minutos,	y	 	 células	 tratadas	con	cicloheximida	 (0.02	µg/ml)	durante	3	
horas,	previo	al	tratamiento	con	Ap4A.		






de	 inmunohistoquímica	 para	 comprobar	 la	 expresión	 y	 localización	 de	 algunas	
proteínas	(TRPV4	y	P2Y2)	en	los	procesos	ciliares	de	conejo.		
2.6.1	Cortes	histológicos	
Previo	 al	 ensayo	 de	 inmunofluorescencia	 en	 sí,	 debían	 obtenerse	 las	
muestras	 de	 tejido	 y	 prepararse	 las	 criosecciones	 de	 las	 mismas.	 Para	 ello,	 en	




diana	de	estudio,	el	 cual	 sería	 introducido	en	un	molde	 relleno	de	medio	para	 la	
congelación	 (Jung	 Tissue	 Freezing	 Medium®)	 dentro	 del	 criostato	
aproximadamente	 a	 -28°C.	 Una	 vez	 congelado	 completamente,	 los	 bloques	 se	
conservarían	a	-80°C	correctamente	envueltos,	para	evitar	su	desecación,	hasta	el	
momento	de	realizar	los	cortes	histológico.		
Mediante	 el	 uso	 del	 criostato	 se	 realizaron	 cortes	 histológicos	 de	 los	
procesos	 ciliares	de	grosores	de	5-10	µm	cada	uno.	 En	 cada	portaobjetos	 fueron	
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montados	entre	2	y	3	secciones	de	los	procesos	ciliares,	los	cuales	se	dejaron	secar	




minutos,	 y	 a	 continuación	 se	 hidrataron	 con	 PBS	 1X	 durante	 otros	 10	 minutos.	
Posteriormente	 las	muestras	fueron	permeabilizadas	(PBS	1X-TritonX10	al	0,25%),	
para	facilitar	el	acceso	de	los	anticuerpos	a	todo	el	tejido,	durante	media	hora.		A	
continuación	 fueron	 incubadas	 durante	 una	 hora	 con	 la	 solución	 de	 bloqueo	 e	
inmediatamente	 después	 incubadas	 con	 el	 anticuerpo	 primario	 correspondiente	
durante	2	horas	a	temperatura	ambiente.		
Tras	 la	 incubación	 con	el	 primario,	 y	 los	 pertinentes	 lavados,	 las	muestras	
fueron	incubadas	en	una	cámara	oscura,	para	evitar	la	disminución	de	la	intensidad	
de	emisión	de	la	muestra	debido	a	la	descomposición	irreversible	de	fluorescencia	
de	 las	 moléculas	 (bleaching),	 durante	 una	 hora	 a	 temperatura	 ambiente	 con	 el	
anticuerpo	 secundario	 correspondiente	 marcado	 con	 el	 flouróforo	 FITC	 o	 TRITC,	
según	el	caso.	Finalmente,	y	tras	varios	lavados	destinados	a	eliminar	los	restos	de	
anticuerpos	que	pudieran	generar	un	ruido	de	fondo	durante	su	visualización,	 las	











empleando	 el	 Zeiss	 Axiovert	 200M	 microscope.	 La	 toma	 de	 imágenes	 para	 ser	
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procesadas	 se	 llevó	a	 cabo	mediante	el	 software	del	miscroscopio,	 LSM	5	Pascal,	
con	 los	 objetivos	 Plan-Neofluar	 20x0.5	 y	 Plan-Neofluar	 40x0.20	 oil	 de	 Zeiss.	 Las	
imágenes	fueron	analizadas	a	su	vez	mediante	el	software	Image	j	en	el	caso	de	las	





Para	 demostrar	 que	 las	 células	 aisladas,	 mediante	 el	 protocolo	 realizado	
para	la	obtención	del	cultivo	primario,	eran	células	epiteliales	de	procesos	ciliares	
se	 realizó	 una	 inmunocitoquímica	 de	 la	 proteína	 ZO-1.	 Del	 mismo	 modo,	 se	
realizaron	 estos	 ensayos	 con	 el	 fin	 de	 estudiar	 el	 efecto	 de	 los	 tratamientos	 con	
agonistas	y	antagonistas	P2Y2	e	inhibidores	de	las	vías	metabotrópicas	(PLC,	PKC)	o	
bien	 inhibidores	 de	 la	 síntesis	 de	 proteínas,	 sobre	 el	 tráfico	 de	 la	 AQP1	
citoplasmática	hacia	la	membrana.	Así	como	confirmar	la	presencia	de	las	proteínas	





casos.	Una	 vez	 realizados	 los	 tratamientos,	 el	medio	de	 cultivo	 fue	 retirado	 y	 las	
células	fueron	lavadas	tres	veces	con	PBS	1X.	Después	fueron	fijadas	con	PFA	al	4%	
en	PBS	0.15M	durante	15	minutos	a	temperatura	ambiente.		
Tras	 la	 fijación	 de	 las	 células,	 éstas	 fueron	 incubadas	 con	 la	 solución	 de	
bloqueo	para	evitar	las	uniones	inespecíficas,	durante	1	hora	a	37	°C.	Transcurrido	
este	 tiempo,	 y	 tras	 dos	 lavados	 de	 5	minutos	 cada	 uno	 en	 agitación,	 las	 células	
fueron	 incubadas	 durante	 toda	 la	 noche	 a	 4°C	 con	 el	 anticuerpo	 primario	
correspondiente	 (tabla	 III.11).	 Después,	 tras	 la	 incubación	 y	 lavadas	 las	 células	 3	
veces,	éstas	fueron	incubadas	con	el	anticuerpo	secundario	durante	1	hora	a	37°C	a	
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Zeiss.	 Las	 imágenes	en	el	 caso	de	 las	preparaciones	para	 inmunofluorescencia	de	
















las	 células	 fueron	 sembradas	 en	 portas	 de	 8	 pocillos	 hasta	 alcanzar	 una	 pre-
confluencia	del	60%,	momento	en	el	cual	se	 llevaron	a	cabo	los	tratamientos.	Las	
células	 fueron	fijadas	a	 los	distintos	tiempo	analizados	 (control	sin	 tratamiento,	a	
tiempo	15,	30,	45,	60,	90,	y	120	minutos	de	tratamiento	con	Ap4A)	y	a	continuación	
se	llevó	a	cabo	la	inmunocitoquímica	para	AQP1.	




Ap4A	 que	 fue	 el	 que	 mejores	 resultados	 mostró.	 Para	 ello,	 las	 células	 fueron	
tratadas	con	concentraciones	en	un	rango	de	1	nM-1mM,	durante	60	minutos	(que	
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que	 habían	 sido	 previamente	 transfectadas	 con	 siRNA	 frente	 a	 P2Y2,	 fueron	





a	 la	 fosforilación	 de	 la	 proteína	 por	 parte	 de	 una	 proteína	 quinasa	 C	 (PKC).	 Para	
ello,	las	células	fueron	pretratadas	con	un	inhibidor	de	las	fosforilasas	y	fosfatasas,	
un	inhibidor	de	la	PKC	y		un	inhibidor	de	la	PLC.	El	ácido	okadaico,	inhibidor	de	las	
fosforilasas	 y	 fosfatasas,	 se	 preincubó	 a	 una	 concentración	 100nM	 durante	 90	
minutos.	 El	 inhibidor	 de	 la	 PKC,	 la	 estaurosporina,	 se	 preincubó	 	 durante	 30	
minutos	a	una	concentración	1nM.	El	inhibidor	de	la	fosfolipasa	C	(PLC),	el	U73122,	
se	 preincubó	 a	 1nM	 durante	 30	minutos.	 A	 continuación,	 en	 todos	 los	 casos,	 el	
agonista	 Ap4A	 fue	 incubado	 a	 concentración	 fija	 de	 10µM	 en	 presencia	 de	 los	




aumento	 en	 el	 porcentaje	 de	 AQP1	 en	 la	membrana	 era	 debido	 al	 tráfico	 de	 la	
misma	 mediado	 por	 los	 microtúbulos	 del	 citoesqueleto.	 Para	 ello,	 se	 repitió	 el	
ensayo	en	el	cual	las	células	eran	incubadas	con	una	concentración	fija	de	10µM	de	
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El	 image	 J	 nos	 permite	medir	 el	 nivel	 de	 intensidad	 global	 de	 una	 célula.	
Para	 valorar	 la	 fluorescencia	 global,	 se	 analizaron	 un	 total	 de	 18	 imágenes	 para	
cada	 tratamiento.	 En	 cada	 imagen,	 se	 seleccionaba	 la	 célula	 a	 estudiar	 y	 se	
analizaba	la	florescencia	en	el	canal	RGB,	obteniéndose	unos	valores	de	intensidad	
relativa.	 El	 porcentaje	 de	 fluorescencia	 global	 se	 realizó	 normalizando	 la	
fluorescencia	 relativa	 de	 cada	 célula,	 que	 dependía	 del	 área	 de	 cada	 una,	 con	












de	 fluorescencia	 en	 membrana	 de	 una	 proteína	 mediante	 el	 Image	 J.	 A)	 Imagen	
representativa	de	una	de	 las	5	 líneas	que	se	 trazan	durante	el	análisis,	 las	cuales	 intersectan	
dos	veces	 (punto	rojo	y	azul)	con	 la	membrana	citoplasmática.	B)	Ejemplo	del	histograma	en	
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Al	mismo	 tiempo,	el	 cálculo	del	porcentaje	del	 tráfico	de	 la	AQP1	hacia	 la	
membrana	 citoplasmática	 se	 realizó	 siguiendo	 el	 protocolo	 descrito	 Viard	 y	
colaboradores	 (Viard	 et	 al.,	 2004).	 Mediante	 este	 método	 obtenemos	 un	
porcentaje	de	la	cantidad	de	proteína	total	que	hay	en	la	membrana,	en	base	a	la	
relación	 entre	 la	 fluorescencia	 citoplasmática	 y	 la	 fluorescencia	 en	 la	membrana.	
Para	ello,	se	trazaron	5	líneas	de	forma	aleatoria	que	atravesasen	el	citoplasma,	sin	
pasar	por	el	núcleo	ni	 la	zona	perinuclear,	y	que	cortasen	en	la	membrana	(figura	
III.5-A).	 A	 continuación	 se	 obtuvo	 el	 histograma	 de	 la	 línea	 trazada,	mediante	 el	












de	 las	 muestras	 de	 los	 sobrenadantes	 de	 los	 cultivos	 celulares,	 el	 primer	 paso	
consiste	 en	 el	 procesamiento	 de	 las	mismas,	 el	 cual	 se	 llevó	 a	 cabo	 siguiendo	 el	
protocolo	propuesto	por	el	Dr.	Lazarowsky	(Lazarowski,	2010).		
En	 primer	 lugar,	 las	muestras	 recogidas	 como	 se	 ha	 descrito	 previamente	
(epígrafe	2.2	de	este	apartado)	 fueron	descongeladas	en	hielo.	Posteriormente,	y	
tras	 agitarlas	 durante	 30	 segundos	 con	 el	 vortex,	 las	 muestras	 se	 calentaron	
durante	 2	 minutos	 a	 98°C	 en	 el	 baño	 seco	 (termo-bloque).	 Después	 se	 dejaron	















El	 sistema	 cromatográfico	 empleado	 consiste	 en	 una	 bomba	Waters	 1515	
isocratic	HPLC,	un	inyector	Reodyne	(con	un	bucle	externo	de	250	µl	de	volumen)	y	
un	 detector	 de	 absorbancia	 2487	 dual,	 todos	 ellos	 manejados	 por	 el	 software	
Breeze	 de	 Waters.	 Las	 columnas	 empleadas	 durante	 el	 estudio	 fueron	 las	
Kromaphase	C18	de	5	µm	de	poro,	15	cm	de	longitud	y	0.4	cm	de	diámetro;	y	las	











19%,	 a	 pH=7.5).	 La	 detección	 de	 los	 nucleótidos	 se	 lleva	 a	 cabo	 a	 un	 flujo	 de	 2	
ml/min	y	una	longitud	de	onda	de	254	nm.	Se	inyectaron	100	µl	de	cada	muestra	
en	 los	ensayos	con	humor	acuoso	y	150	µl	de	cada	muestra	de	sobrenadante	del	
cultivo	 celular.	 De	 cada	 una	 de	 las	 muestras	 inyectadas	 se	 obtuvo	 un	
cromatograma.		
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La	 identificación	 del	 pico	 correspondiente	 al	 dinucleótido	 Ap4A	 se	 llevó	 a	
cabo	 por	 comparación	 del	 tiempo	 de	 retención	 con	 el	 de	 los	 cromatogramas	
correspondientes	 a	 un	 estándar	 comercial	 de	 Ap4A.	 Del	 mismo	 modo,	 la	
cuantificación	de	 los	niveles	de	Ap4A	 se	 llevó	a	 cabo	 comparando	el	 área	bajo	 la	
curva	 de	 los	 picos	 obtenidos,	 con	 las	 áreas	 de	 los	 estándar	 que	 habían	 sido	
inyectados	a	concentraciones	conocidas	 (20	µl	de	una	solución	10	µM	equivale	a	
200	pmoles)	(figura	III.7).		
Finalmente,	 y	 en	 cada	 boque	 de	 experimentos,	 para	 verificar	 que	 la	














Figura	 III.7.-	 Esquema	 del	 proceso	 de	 cuantificación	 de	 Ap4A	 mediante	 HPLC.	 La	 gráfica	
representa	un	cromatograma	obtenido	al	analizar	los	patrones,	empleados	para	identificar	los	
tiempos	de	retención	característicos	de	los	nucleótidos	estudiados,	correspondiente	a	la	curva	
inferior	 (negro).	 En	 la	 curva	 intermedia	 (azul),se	 observa	 un	 ejemplo	 del	 cromatograma	
correspondiente	a	una	muestra	problema.	Y	en	el	cromatograma	superior	(rojo)	se	observa	la	
misma	muestra	enriquecida.		
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2.	9	DETERMINACIÓN	DE	LA	SECRECIÓN	DE	CLORO		
La	 concentración	 intracelular	 del	 ion	 cloruro	 puede	 medirse	 utilizando	 la	
sonda	fluorescente	MQAE,	bromuro	de	N-[etoxicarbonilmetil]-6-metoxi-quinolinio,	
como	 un	 indicador	 del	 apagamiento,	 denominado	 “quenching”,	 causado	 por	 los	
halógenos	 (Koncz	 et	 al.,	 1994;	 Verkman	 et	 al.,	 1989).	 El	 MQAE	 tiene	 una	 alta	
sensibilidad	al	ion	cloruro,	pues	al	interaccionar	con	él	se	produce	el	apagamiento	
(“quenching”)	de	la	sonda,	es	decir	se	extingue	la	florescencia	que	ésta	posee	en	su	
estado	 excitado.	 Los	 cambios	 en	 la	 fluorescencia	 del	 MQAE	 reflejan	 por	 tanto	




la	 liberación	de	 ion	cloruro	por	parte	de	 las	células	NPE	inmortalizadas,	se	 llevó	a	
cabo	 un	 ensayo	 con	 MQAE	 para	 determinar	 el	 flujo	 neto	 de	 cloro	 siguiendo	 el	
método	 descrito	 por	West	 y	Molloy	 ligeramente	modificado	 (West	 et	 al.,	 1996).	
Para	ello	las	células	NPEsv	se	sembraron	en	placas	de	48	pocillos	hasta	alcanzar	la	




inducir	 la	 activación	de	 los	 canales	de	 cloro)	 durante	15	min	 a	 37°C.	 El	 buffer	 se	
retiró	 y	 se	 sustituyó	 por	 un	 buffer	 libre	 de	 iones	 cloruro	 (sustituidos	 de	manera	
equimolar	por	NaNO3).			
Los	agonistas	de	los	receptores	P2Y2	fueron	incubados	en	el	buffer	libre	de	
Cloro,	mientras	que	 los	antagonistas	de	 los	receptores	P2Y	y	 los	 inhibidores	de	 la	
PLC	y	la	PKC	fueron	preincubados	en	el	buffer	con	cloro,	además	de	estar	presentes	
durante	la	incubación	de	los	agonistas	en	el	buffer	libre	de	cloro.		
	En	 el	 momento	 de	 la	 incubación	 con	 buffer	 libre	 de	 cloro	 es	 cuando	
comienzan	 las	 medidas	 de	 fluorescencia,	 mediante	 un	 lector	 de	 placas	 Ascent	
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FluoroskanFL	para	una	longitud	de	onda	de	excitación	de	360	nm	y	una	longitud	de	
onda	 de	 emisión	 de	 460nm.	 Las	medidas	 de	 fluorescencia	 se	 realizaron	 durante	
aproximadamente	78	minutos	ininterrumpidamente,	tomando	una	medida	cada	20	
segundos	aproximadamente.		Los	datos	fueron	representados	como	variaciones	en	
la	 intensidad	 de	 la	 fluorescencia	 (Ft	 -	 Fo),	 donde	 Ft	 es	 la	 fluorescencia	 en	 el	
momento	 final	 registrado	 en	 el	 experimento	 y	 Fo	 es	 la	 fluorescencia	 inicial,	 con	
unidades	relativas	de	fluorescencia	(RFU).	
2.9.1	 Estudio	 de	 la	 movilización	 del	 ion	 cloruro	 mediada	 por	
ATP	y	Ap4A	a	través	de	receptores	P2Y	




agonistas,	 se	 testó	 una	 dosis	 simple	 de	 100µM	 en	 cada	 uno	 de	 los	 casos	 en	 el	
buffer	libre	de	cloro.		
De	igual	modo,	para	estudiar	el	papel	de	los	receptores	P2Y	en	el	efecto	del	
ATP	 y	 el	 Ap4A	 se	 probaron	 una	 serie	 de	 antagonistas	 selectivos	 y	 no	 selectivos	
(Suramina,	 RB-2	 y	 	 PPADS	 a	 100	 100µM,	 y	 MRS-2578	 y	 MRS-2179	 a	 1µM).	 Los	
antagonistas	 fueron	 pre-incubados	 en	 el	 buffer	 con	 cloro	 durante	 30	 minutos,	
antes	de	cambiar	al	buffer	libe	de	cloro	que	llevaría	los	agonistas	en	presencia	de	
los	antagonistas.		
Por	 último,	 con	 el	 objetivo	 de	 ver	 si	 la	movilización	 del	 ion	 cloruro	 podía	










Todos	 los	 datos	 presentados	 en	 esta	 memoria	 se	 representan	 como	 la	




Se	 utilizaron	 diferentes	 técnicas	 de	 análisis	 en	 función	 de	 los	 grupos	 a	
analizar	y	del	tipo	de	prueba	realizada.	Para	determinar	si	las	muestras	cumplen	la	
normalidad	 se	 utilizó	 el	 test	 estadístico	 de	 Kolgomorov-Smirnov.	 Cuando	 las	
variables	 estudiadas	 cumplieron	 la	 normalidad	 y	 la	 comparación	 se	 realizó	 entre	
grupos	 independientes	 se	 realizó	 la	 t	 de	 Student	 para	muestras	 independientes.	
Cuando	 dichos	 grupos	 fueron	 divididos,	 debido	 al	 menor	 tamaño	 muestral,	 se	
utilizó	 para	 la	 comparación	 el	 test	 de	Wilcoxon	Mann-Whitney	 U	 para	muestras	
independientes.	En	el	caso	de	los	ensayos	llevados	a	cabo	para	evaluar	el	efecto	de	
la	posición	de	Trendelenburg	 sobre	 la	PIO,	 se	utilizó	el	 test	estadístico	de	 la	 t	 de	
Student	para	muestras	pareadas	para	comparar	los	de	valores	PIO	basales	con	los	
valores	de	PIO	tras	colocar	al	animal	en	la	posición	de	Tendelenburg.			




Los	 niveles	 de	 significación	 establecidos	 han	 sido:	 p<0.001,	 diferencia	
extremadamente	 significativa	 (***);	 p<0.01,	 diferencia	 muy	 significativa	 (**);	
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OBJETIVO	 1:	 DETERMINAR	 LA	 RELACIÓN	 ENTRE	 LA	
ACTIVACIÓN	 DE	 LOS	 RECEPTORES	 PURINÉRGICOS	 P2Y2	
PRESENTES	 EN	 LOS	 PROCESOS	 CILIARES	 Y	 LAS	
VARIACIONES	EN	LA	PRESIÓN	INTRAOCULAR	
	
Nuestros	 estudios	 se	 iniciaron	 en	 base	 a	 la	 experiencia	 previa	 de	 nuestro	
grupo	de	investigación,	la	cual	había	demostrado	el	efecto	hipertensivo	de	ciertos	
nucleótidos	 y	 dinucleótidos,	 tales	 como	 ATP,	 2-MeSATP	 y	 ATP-γ-S	 (Peral	 et	 al.,	
2009),	 o	 Ap3A,	 Ap2A	 y	 Ap5A	 (Pintor	 et	 al.,	 2003),	 cuyos	 perfiles	 farmacológicos	
coincidían	 con	 el	 de	 la	 activación	 de	 un	 receptor	 de	 nucleótidos	 de	 carácter	
metabotrópico.	Al	mismo	tiempo,	también	se	había	descrito	previamente	cómo	el	
dinucleótido	Ap4A,	 cuando	 era	 instilado	 tópicamente,	mostraba	 un	 perfil	 bifásico	
(un	 primer	 efecto	 hipotensor	 que	 se	mantenía	 durante	 3	 horas,	 seguido	 de	 una	
recuperación	y	un	efecto	hipertensivo).	Este	perfil	bifásico,	al	igual	que	sucede	con	
el	ATP,	 	 indica	que	podía	estar	actuando	bien	al	mismo	tiempo	sobre	un	receptor	
purinérgico	capaz	de	 incrementar	 la	PIO,	en	 los	procesos	ciliares,	y	otro	capaz	de	
reducirla,	ubicado	en	 la	malla	 trabecular,	aunque	 fuese	este	último	efecto	el	que	
predominase	a	nivel	global	(Pintor	et	al.,	2003);	o	bien,	que	el	primer	efecto	fuese	
el	 mediado	 por	 el	 dinucleótido	 y	 el	 segundo	 debido	 a	 los	 productos	 de	 la	
degradación	del	mismo.	
Al	mismo	tiempo,	se	ha	descrito	la	presencia	de	receptores	purinérgicos	en	





nivel	 de	 los	 procesos	 ciliares	 capaz	 de	 producir	 un	 incremento	 de	 la	 presión	
intraocular,	que	presumiblemente	correspondería	con	un	receptor	P2Y2.		
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2.1	 	 EFECTO	 DE	 AGONISTAS	 DEL	 RECEPTOR	 P2Y2	 SOBRE	 LA	
PRESIÓN	INTRAOCULAR.	
	Con	el	objetivo	de	evidenciar	 si	el	 receptor	purinérgico	P2Y2,	presente	en	
los	 procesos	 ciliares,	 estaba	 relacionado	 con	 los	 incrementos	 de	 la	 presión	
intraocular	se	estudió	el	efecto	de	dos	nucleótidos	sintéticos,	2-S-UTP	y	UTP-γ-S,	y	
el	 nucleótido	 UTP,	 agonistas	 de	 dicho	 receptor.	 Dicho	 efecto	 fue	 evaluado	
mediante	 ensayos	 de	 curso	 temporal	 (time-course)	 de	 la	 PIO,	 llevados	 a	 cabo	 en	
grupos	de	ocho	conejos	albinos	normotensos	de	 la	raza	Nueva	Zelanda	durante	8	
horas	 consecutivas.	 Debido	 a	 que	 la	 PIO	 basal	 puede	 fluctuar	 entre	 los	 distintos	
animales	de	forma	natural,	todos	lo	datos	fueron	normalizados	con	respecto	a	sus	
valores	de	PIO	basales	(15.40	±	1.52	mm	Hg).		
Como	 puede	 observarse	 en	 la	 figura	 IV.1	 ambos	 agonistas	 sintéticos	
incrementaron	de	manera	gradual	la	PIO,	alcanzando	el	máximo	a	las	3	horas	tras	
su	 instilación.	 El	 nucleótido	 2-S-UTP	 fue	 el	 que	 logró	un	mayor	 incremento	de	 la	
PIO,	una	elevación	del	32.00	±	1.52	%	respecto	a	 los	valores	controles	 (p<0.005),	
seguido	 del	 UTP-γ-S	 cuyo	 incremento	 fue	 del	 25.00	 ±	 0.78	 %	 (p<0.05).	 Por	 otro	
lado,	 la	 instilación	del	nucleótido	UTP	generó	dos	picos	de	PIO,	el	primero	a	 las	2	








La	gráfica	 representa	 la	 respuesta	de	 la	PIO	de	 los	animales,	medida	durante	8	horas,	al	 ser	
instilados	 tópicamente	 con	una	dosis	 fija	 de	 los	 nucleótidos	 sintéticos	 2-S-UTP,	UTP-γ-S	 y	 del	
nucleótido	UTP	 (10	µl	 100µM	cada	uno).	 Los	 valores	 de	 presión	 intraocular	 (media	 ±	 s.e.m.)	










Como	 se	 puede	 observar	 en	 la	 figura	 IV.2,	 que	 muestra	 la	 curva	




Los	 valores	 calculados	 de	 pD2	 fueron	 de	 7.32	 ±	 0.08	 en	 el	 caso	 del	 2-S-UTP											
(EC50	=	48.4	nM),		7.13	±	0.10	en	el	del	UTP-γ-S	(EC50	=	74.4	nM)	y	7.95	±	0.14	para	
el	UTP	(EC50	=	11.3	nM).	Para	calcular	la	curva	de	concentración-respuesta	del	UTP,	
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los	 valores	 de	 PIO	 estudiados	 fueron	 los	 que	 se	 produjeron	 a	 las	 2	 horas	 de	 la	
instilación,	debido	a	que	se	consideró	que	ese	era	el	pico	correspondiente	al	UTP,	



















1.3	 EFECTO	 DE	 LOS	 ANTAGONISTAS	 P2	 SOBRE	 LA	 PRESIÓN	
INTRAOCULAR.		
Debido	 a	 que	 el	 perfil	 farmacológico	 observado	 en	 los	 ensayos	 con	 los	
nucleótidos	 2-S-UTP,	 UTP-γ-S	 y	 UTP	 nos	 indican	 la	 presencia	 de	 un	 receptor	
purinérgico	 metabotrópico,	 se	 realizaron	 una	 serie	 de	 ensayos	 con	 antagonistas	
purinérgicos	 con	 el	 fin	 de	 discriminar	 qué	 receptores	 estaban	 implicados	 en	 el	
aumento	 de	 la	 PIO.	 Para	 ello	 se	 testaron	 varios	 antagonistas	 P2Y	 no	 selectivos	
(PPADS,	 suramina	 y	 RB-2),	 el	 antagonista	 selectivo	 P2Y1	 (MRS2179)	 y	 un	
antagonista	selectivo	P2Y6	(MRS2578).	








































































































Figura	 IV.3.-	 Efecto	 de	 los	 antagonistas	 P2Y	 en	 la	 respuesta	 inducida	 por	 los	 nucleótidos							
2-S-UTP,	UTP-g-S	y	UTP	sobre	la	presión	intraocular.	La	gráfica	representa	el	efecto	producido	
por	los	antagonistas	P2Y	(PPADS,	suramina,	RB-2,	testados	a	una	concentración	fija	de	100µM,	
10µl)	 y	 los	antagonistas	 selectivos	de	P2Y1	 (MRS2179)	y	del	P2Y6	 (MRS2578)	 (testados	a	una	
concentración	fija	de	1µM,	10µl)	a	la	respuesta	inducida	por	los	nucleótidos	2-S-UTP,	UTP-γ-S	y	
UTP	 sobre	 la	 PIO.	 Los	 valores	 de	 presión	 intraocular	 (media	 ±	 s.e.m.)	 están	 normalizados	
respecto	a	los	valores	controles	(ojo	contralateral	instilado	sólo	con	vehículo,	solución	salina)	y	




Como	 puede	 observarse	 en	 la	 figura	 IV.3,	 ni	 el	 antagonista	 selectivo	 P2Y1	
(MRS2179),	ni	el	antagonista	selectivo	P2Y6	(MRS2578)	fueron	capaces	de	anular	el	
efecto	hipertensivo	de	ninguno	de	los	tres	nucleótidos	testados.	Por	otro	lado,	los	
antagonistas	 no	 selectivos	 P2,	 excepto	 el	 PPADS,	 sí	 fueron	 capaces	 de	 anular	
parcialmente	 dicho	 efecto.	 En	 el	 caso	 de	 la	 suramina,	 aunque	 ligeramente,	 fue	
capaz	 de	 revertir	 significativamente	 el	 efecto	 de	 los	 3	 nucleótidos	 ensayados,	
disminuyendo	el	aumento	de	la	PIO	de	un	32.00	±	1.52	%	a	un	23.00	±	1.27	%	en	el	
caso	 del	 2-S-UTP	 (p<0.05),	 del	 25.00	 ±	 0.78	 %	 al	 16.00	 ±	 1.03	 %	 en	 el	 caso	 del					
UTP-γ-S	(p<0.05)	y	del	26.00	±	0.71	%	al	16.00	±	1.77	%	en	el	caso	del	UTP	(p<0.05).	
Al	 mismo	 tiempo,	 el	 RB-2	 demostró	 ser	 el	 antagonista	 más	 efectivo	
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En	 base	 a	 los	 resultados	 farmacológicos	 realizados	 con	 antagonistas,	 el	
efecto	hipertensivo	de	los	nucleótidos	testados	es	mediado	por	la	activación	de	un	
receptor	purinérgico	que	no	 se	corresponde	ni	 con	el	P2Y1	ni	 con	el	P2Y6.	Con	el	
objetivo	 de	determinar	 el	 efecto	 del	 receptor	 P2Y2	 sobre	 la	 PIO	 se	 repitieron	 los	




un	 examen	mediante	 biomicroscopía	 de	 los	 ojos	 tratados	mediante	 instilaciones	
frecuentes	del	 siRNA,	 comparándolos	 con	 su	ojo	contralateral,	 con	el	objetivo	de	
confirmar	la	ausencia	de	cambios	oculares	tras	el	tratamiento	que	pudiesen	afectar	
a	 la	 salud	 ocular.	 En	 condiciones	 normales,	 los	 conejos	 albinos	 de	 la	 raza	Nueva	
Zelanda	presentan	una	ligera	hiperemia	conjuntival,	más	acusada	en	la	conjuntiva	
tarsal	 y	 en	 la	 zona	 limbal,	 además	 de	 una	 despigmentación	 de	 iris	 y	 una	 mala	
calidad	de	 la	 lágrima,	que	unida	a	una	baja	 frecuencia	de	parpadeo	ocasiona	que	
generalmente	presenten	tinciones	corneales	superficiales.		
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Figura	 IV.4:	Examen	mediante	biomicroscopía	de	 la	tolerancia	ocular	a	 la	 instilación	tópica	
del	 siRNA	 frente	 a	 P2Y2.	 Las	 imágenes	 A,	 B	 y	 C	 corresponden	 al	 ojo	 tratado	 antes	 de	 la	
instilación	del	siRNA,	mientras	que	las	imágenes	D,	E	y	F	corresponden	al	ojo	5	minutos	después	
de	 la	 administración	 tópica.	 No	 se	 observaron	 cambios	 en	 la	 trasparencia	 corneal	 ni	 del	





Para	 comprobar	 la	 selectividad	 del	 siRNA	 sintetizado	 frente	 a	 P2Y2	 se	
llevaron	a	cabo	estudios	de	 inmunodetección	mediante	western	blot,	como	ya	se	
describió	en	el	apartado	de	metodología.		
Tras	 aplicar	 el	 RNA	 interferente,	 se	 analizó	 la	 presencia	 de	 los	 receptores	
P2Y1,	P2Y2	y	P2Y4	presentes	en	los	procesos	ciliares	mediante	inmunodetección	por	
western	blot	a	las	48	horas	de	comenzar	el	tratamiento.	Como	podemos	observar	
en	 la	 figura	 IV.5,	 no	 hubo	 cambios	 en	 la	 presencia	 de	 ninguno	de	 los	 receptores	
P2Y,	excepto	en	el	P2Y2.	La	cuantificación	relativa	del	P2Y2,	normalizada	respecto	a	
la	 proteína	 β-actina,	 que	 se	 empleó	 como	 control	 de	 carga,	 disminuyó	
significativamente	un	67.00	±	2.45	%	 (p<0.001)	 tras	el	 tratamiento	 respecto	a	 los	
controles.		
	



















































Figura	 IV.5.-	 Selectividad	 del	 efecto	 del	 siRNA	 sintetizado	 frente	 a	 P2Y2.	 Se	 utilizaron	
anticuerpos	específicos	para	los	receptores	P2Y1	(1:200),	P2Y2	(1:500)	y	P2Y4	(1:200)	de	acuerdo	
con	lo	descrito	en	el	epígrafe	2.4.3	de	Material	y	Métodos.	A)	La	imagen	muestra	un	ejemplo	




cuantificación	 relativa	 de	 la	 intensidad	 de	 las	 bandas	 obtenidas	mediante	 western	 blot.	 Los	
valores	 de	 intensidad	 se	 normalizaron	 respecto	 a	 la	 proteína	 control,	 β-actina,	 y	 fueron	









P2Y2	 a	 las	 24	 y	 48	 horas	 después	 de	 la	 primera	 instilación	 del	 siRNA,	 un															
91.00	 ±	 1.22	%	 y	 un	 84.00	 ±	 1.63	%	 de	 reducción	 comparándolo	 con	 los	 valores	
control,	 respectivamente	 (p<0.001).	 Dichos	 niveles	 siguen	 estando	 disminuidos,	
aunque	 en	 menor	 medida	 (64	 ±	 5.7	 %	 de	 niveles	 de	 RNA	 mensajero	 de	 P2Y2	
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ATP5B,	 y	 se	 han	 representado	 como	 el	 porcentaje	 de	mRNA	 de	 P2Y2	 respecto	 a	 los	 valores	
control	sin	instilación	del	siRNA,	los	cuales	representan	el	100%.	En	la	gráfica	puede	observarse	
cómo	 los	 niveles	 de	 expresión	 génica	 del	 receptor	 P2Y2	 disminuyeron	 significativamente	 tras	
24,	48	y	72	horas	de	instilar	el	siRNA	(***p<0.001,	n=8). 	
	
Como	 la	 detección	 de	 niveles	 disminuidos	 de	 mRNA	 no	 implica	
necesariamente	una	disminución	en	 la	 presencia	 de	 la	 proteína,	 se	 procedió	 a	 la	
detección	 y	 cuantificación	 relativa	 de	 la	 presencia	 del	 receptor	 P2Y2	 mediante	
inmunodetección	(ensayos	de	western	blot	e	inmunohistoquímica).		
Por	medio	de	western	blot	se	estudió	la	presencia	del	receptor	P2Y2	tras	24,	
48	y	72	horas	de	haber	 instilado	el	RNA	de	 interferencia	 frente	a	dicho	receptor,	
que	 es	 cuando	 se	 comprobó	 que	 los	 niveles	 de	 RNA	 mensajero	 estuvieron	
disminuidos.	En	la	figura	IV.7	se	muestra	el	cambio	en	la	expresión	de	la	proteína	
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P2Y2,	 que	 al	 igual	 que	 sucedió	 con	 los	 niveles	 de	 mRNA,	 fue	 significativamente	
menor	en	los	ojos	tratados	con	siRNA	que	en	los	controles	(la	expresión	en	los	ojos	
no	 tratados,	 representado	 en	 la	 gráfica	 como	 tiempo	 cero).	 En	 este	 caso,	 a	
diferencia	de	lo	que	sucedía	con	los	niveles	de	mRNA,	la	máxima	disminución	en	la	
expresión	 de	 proteína	 se	 dio	 tras	 48	 horas	 de	 haber	 instilado	 el	 RNA	 de	
interferencia,	 llegando	 a	 disminuirse	 hasta	 una	 expresión	 del	 20.00	 ±	 6.12	 %	
respecto	al	100%	que	representa	el	control	 (p<0.001).	Dicha	disminución,	aunque	
















Figura	 IV.7.-	 Eficacia	del	 siRNA	 sintetizado	para	disminuir	 la	 expresión	de	 la	proteína	P2Y2	
medida	 mediante	 western	 blot.	 Las	 bandas	 obtenidas	 mediante	 western	 blot	 fueron	
densitometradas	y	la	intensidad	correspondiente	a	la	proteína	P2Y2	normalizada	respecto	a	la	
de	 la	 proteína	 control	 de	 carga,	 β-actina.	 La	 intensidad	 correspondiente	 a	 cada	 banda	 fue	
expresada	en	porcentajes	en	relación	a	los	valores	controles	(media	±	s.e.m.),	considerándose	
el	 100%	 la	 intensidad	 correspondiente	 a	 los	 animales	 tratados	 con	 solución	 salina,	
representada	como	tiempo	cero.	En	la	gráfica	pueden	observarse	como	los	niveles	de	expresión	
de	 la	 proteína	 se	 vieron	 significativamente	 disminuidos	 tras	 la	 instilación,	 siendo	máxima	 la	
disminución	a	las	48	horas	(***p<0.001,	n=8).	
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Igualmente,	 la	 presencia	 del	 receptor	 P2Y2	 en	 los	 procesos	 ciliares	 de	 los	
conejos	 albinos	 de	 la	 raza	 Nueva	 Zelanda	 fue	 analizada	 mediante	 ensayos	 de	
inmunohistoquímica.	 Como	 puede	 observarse	 en	 las	 figura	 IV.8	 B	 y	 C	 el	 epitelio	
ciliar,	tanto	las	células	del	epitelio	pigmentado	como	del	no	pigmentado,	mostró	un	
intenso	 marcaje	 del	 receptor	 P2Y2.	 La	 intensidad	 de	 dicho	 marcaje	 se	 vio	
significativamente	reducida	en	el	proceso	ciliar	de	un	animal	que	había	sido	tratado	
48	horas	antes	con	siRNA	frente	a	P2Y2,	como	puede	observarse	en	la	figura	IV.8	E	y	
F,	 lo	 cual	 sugiere	 una	 reducción	 en	 la	 presencia	 del	 receptor.	 La	 cuantificación	
relativa	 de	 la	 expresión,	 en	 términos	de	 intensidad	de	 fluorescencia,	mostró	una	
reducción	del	85	±	2	%	de	la	señal	comparada	con	los	ojos	no	tratados,	como	puede	
observarse	en	la	figura	IV.8	G	(p<0.001).	
Considerados	 en	 conjunto,	 todos	 estos	 resultados	 confirman	que	 el	 siRNA	
frente	a	P2Y2	fue	selectivo	para	dicho	receptor	purinérgico,	y	eficaz,	con	un	efecto	
máximo	 en	 la	 disminución	 de	 expresión	 de	 la	 proteína	 a	 las	 48	 horas	 de	 haber	
instilado	el	RNA	 interferente.	Por	ello,	el	 resto	de	ensayos	 in	 vivo	de	medidas	de	
PIO	con	siRNA-P2Y2	 se	 realizó	a	 las	48	horas,	 cuando	el	efecto	del	 silenciamiento	
era	mayor.		
1.4.4	Efecto	del	 silenciamiento	del	 receptor	P2Y2	en	 la	presión	
intraocular	de	los	conejos	albinos	de	la	raza	Nueva	Zelanda	
Con	 el	 objetivo	 de	 conocer	 el	 papel	 del	 receptor	 purinérgico	 P2Y2	 de	 los	
procesos	ciliares	sobre	la	PIO,	ésta	fue	monitorizada	durante	siete	días	en	animales	




patente	 a	 las	 24	 horas	 tras	 la	 instilación	 del	 RNA	 interferente	 y	 se	 mantuvo	
significativamente	reducida	durante	cuatro	días.		La	máxima	disminución	de	la	PIO	
fue	 de	 un	 48	 ±	 2	 %	 comparado	 con	 los	 valores	 control,	 que	 se	 alcanzó	


















Figura	 IV.9.-	 Efecto	 del	 silenciamiento	 del	 receptor	 P2Y2	 sobre	 la	 presión	 intraocular	 a	 lo	
largo	del	tiempo.	La	gráfica	representa	la	respuesta	de	la	PIO	de	los	animales,	medida	durante	
7	días,	al	ser	instilados	tópicamente	con	siRNA-	P2Y2	frente	a	la	de	los	controles	(instilados	con	
suero	 fisiológico).	 Los	 valores	 de	 presión	 intraocular	 (media	 ±	 s.e.m.)	 están	 normalizados	
respecto	a	los	valores	basales	y	representados	como	porcentaje	de	PIO	respecto	al	control.	Se	
puede	observar	como	existe	una	disminución	significativa	de	 la	PIO	en	 los	conejos	tratados	a	
partir	de	 las	24	horas	de	 la	 instilación	del	 siRNA,	 la	 cual	 se	mantuvo	durante	4	días,	 tras	 los	




Una	 vez	 comprobado	 el	 efecto	 hipotensor	 del	 silenciamiento	 del	 receptor	
purinérgico	 P2Y2,	 con	 el	 objetivo	 de	 confirmar	 que	 el	 efecto	 hipertensivo	 de	 los	
agonistas	previamente	testados	era	mediado	por	la	activación	del	receptor	P2Y2,	se	








































































en	 la	 figura	 IV.10	 A,	 los	 agonistas	 fueron	 incapaces	 de	 producir	 el	 efecto	
hipertensivo	 que	 se	 había	 observado	 anteriormente	 en	 los	 animales	 cuyos	
receptores	P2Y2	no	habían	sido	silenciados.		
Este	hecho	indica	la	acción	preferencial	de	dichos	agonistas	por	el	receptor	
P2Y2.	 Finalmente,	 y	 como	 se	muestra	en	 la	 figura	 IV.10	B,	para	poder	 verificar	 la	
selectividad	del	 siRNA	por	el	ojo	 tratado,	 la	PIO	 fue	monitorizada	 tanto	en	el	ojo	
tratado	 con	 el	 RNA	 interferente,	 como	 en	 el	 contralateral	 (que	 fue	 tratado	
únicamente	 con	 suero	 fisiológico),	 tras	 la	 instilación	 de	 10	µl	 del	 2-S-UTP	 a	 una	
concentración	 fija	de	100µM,	que	 fue	el	agonista	con	mayor	efecto	hipertensivo.	
Como	 puede	 observarse	 en	 la	 gráfica,	 mientras	 que	 en	 el	 ojo	 contralateral	 la	
instilación	 con	 el	 agonista	 tuvo	 el	 efecto	 hipertensivo	 descrito	 previamente,	




























Figura	 IV.10.-	 Efecto	 del	 silenciamiento	 del	 receptor	 P2Y2	 sobre	 el	 incremento	 de	 la	 PIO	
inducido	 por	 los	 nucleótidos	 agonistas	 P2Y.	 A)	 Respuesta	 de	 la	 PIO	 a	 la	 instilación	 de	 los	
nucleótidos	 2-S-UTP,	 UTP-γ-S	 y	 UTP	 (10	 µl	 a	 100µM	 cada	 uno)	 en	 el	 momento	 de	 efecto	
máximo	 calculado	 previamente	 (apartado	 1.1)	 en	 los	 animales	 que	 habían	 sido	 tratados	 48	




s.e.m.)	en	ambas	gráficas	están	normalizados	 respecto	a	 los	valores	basales	y	 representados	
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OBJETIVO	2:	DETERMINAR	EL	EFECTO	DEL	Ap4A	MEDIADO	POR	








objetivo	 de	 esta	 tesis	 doctoral	 fue	 relacionar	 la	 activación	 de	 los	 receptores	
purinérgicos	P2Y2	de	los	procesos	ciliares,	por	medio	de	nucleótidos	presentes	en	el	
humor	 acuoso	 de	 forma	 natural,	 con	 un	 incremento	 en	 la	 producción	 de	 dicho	
fluido.	
Un	modo	indirecto	para	evaluar	la	dinámica	del	humor	acuoso	es	mediante	
el	 estudio	 del	 flujo	 de	 agua	 en	 los	 procesos	 ciliares.	 Su	 producción,	 como	 se	 ha	
descrito	previamente	en	esta	memoria	(epígrafe	2.2	del	apartado	de	introducción),	
se	 produce	 a	 nivel	 de	 las	 células	 del	 epitelio	 no	 pigmentado,	 a	 través	 de	 las	




través	 de	 la	 expresión	 de	 las	 acuaporinas	 y	 del	 estudio	 del	 flujo	 de	 cloro,	 se	
emplearon	 cultivos	 primarios	 e	 inmortalizados	 de	 células	 NPE	 del	 epitelio	 no	
pigmentado	de	los	procesos	ciliares.		
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pigmentado	 de	 los	 procesos	 ciliares	 de	 conejo	 de	 la	 raza	 Nueva	 Zelanda.	 La	 figura	 A	
representa	 las	 células	del	 cultivo	primario	en	un	estadio	de	pre-confluencia,	mientras	que	en	
figura	 B	 se	 observa	 las	 células	 en	 confluencia.	 En	 ambos	 casos	 se	 observa	 el	 marcaje	
inmunofluorescente,	en	verde,	en	aquellas	zonas	donde	se	localiza	la	proteína	ZO-1	(anticuerpo	
incubado	a	una	dilución	1:100),	 la	 cual	 se	 corresponde	con	 las	uniones	entre	 las	membranas	
plasmáticas	 de	 las	 células,	 marcaje	 clásico	 de	 las	 células	 epiteliales.	 En	 azul	 se	 observa	 el	
marcaje	de	los	núcleos	correspondiente	al	DAPI.		












humor	acuoso	 (Mitchell	 et	al.,	1998;	Pintor	 et	al.,	2003),	 sobre	 la	presencia	de	 la	
AQP1	de	las	células	del	cultivo	primario	de	epitelio	no	pigmentado	de	los	procesos	
ciliares,	por	medio	de	ensayos	de	inmunocitoquímica.	
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Figura	 IV.12.-	 Efecto	del	 tratamiento	 con	ATP	y	Ap4A	 sobre	 la	presencia	de	 la	AQP1	en	 las	
células	del	cultivo	primario	del	epitelio	no	pigmentado	de	los	procesos	ciliares	de	conejo	de	la	
raza	Nueva	Zelanda.	A)	Representación	de	3	experimentos	 independientes,	donde	se	observa	
el	marcaje	 inmunofluorescente	 (verde)	 correspondiente	 a	 la	 presencia	 de	 AQP1,	 y	 en	 azul	 el	
marcaje	de	 los	núcleos	celulares	correspondiente	al	DAPI,	en	un	grupo	de	células	control	 (sin	
tratamiento),	un	grupo	de	células	tratadas	con	ATP	y	otro	grupo	tratados	con	Ap4A,	ambos	a	
una	 dosis	 100	 μM	 durante	 60	 minutos.	 B)	 Cuantificación	 relativa	 correspondiente	 a	 la	
intensidad	de	fluorescencia	debida	al	marcaje	frente	a	AQP1,	representada	como	porcentajes	
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En	 base	 a	 los	 resultados	 obtenidos,	 nuestro	 objetivo	 fue	 centrarnos	 en	 el	
papel	del	Ap4A	en	la	producción	del	humor	acuoso,	presumiblemente	a	través	de	la	
activación	del	receptor	P2Y2	de	los	procesos	ciliares.		
A	 partir	 de	 este	 momento,	 y	 debido	 a	 la	 dificultad	 que	 suponía	 el	 cultivo	
primario	 y	 a	 la	 necesidad	 de	 un	 mayor	 volumen	 de	 células,	 el	 resto	 de	
experimentos	 se	 llevaron	 a	 cabo	 mediante	 cultivo	 inmortalizado	 de	 las	 NPEsv	
cedidas	 por	 el	 Dr.	 Coca-Prados	 como	 se	 describió	 en	 el	 apartado	 de	Material	 y	
Métodos.		
	
2.3.1	 	 Comprobación	 de	 la	 presencia	 de	 AQP1	 en	 las	 células	
inmortalizadas	NPEsv	
En	primer	lugar,	aunque	ya	estaba	descrito	y	lo	habíamos	demostrado	en	el	
cultivo	 primario,	 quisimos	 comprobar	 la	 presencia	 de	 AQP1	 en	 las	 células	
inmortalizadas	NPEsv,	mediante	un	ensayo	de	inmunodetección	por	western	blot.	
Como	control	interno	empleamos	las	células	del	cultivo	primario.	
Como	podemos	observar	en	 la	 figura	 IV.13,	 en	ambos	modelos	 celulares	 se	
obtuvieron	bandas	 específicas	 correspondientes	 al	 tamaño	esperado	de	 la	AQP1,	
28	kDa,	y	una	segunda	banda	que	corresponde	a	un	tamaño	aproximado	de	40	kDa	
que	se	corresponde	con	la	forma		glicosilada	de	la	AQP1	(Ribatti	et	al.,	2002).	Por	lo	



















Figura	 IV.13.-	 Análisis	 de	 la	 expresión	 de	 la	 proteína	 AQP1	 en	 el	 cultivo	 primario	 e	






conejo	seguían	 los	mismos	patrones	que	 las	de	cultivo	primario,	 se	 repitieron	 los	
ensayos	de	inmunocitoquímica	para	AQP1	en	células	que	habían	sido	tratadas	con	
Ap4A	 a	 una	 concentración	 fija	 100µM.	 Los	 ensayos	 se	 realizaron	 siguiendo	 el	
protocolo	 descrito	 para	 los	 ensayos	 realizados	 en	 cultivos	 primarios,	 aunque	 en	
esta	 ocasión	 se	 amplió	 el	 curso	 temporal	 estudiado	 y	 se	 evaluó	 tanto	 la	
fluorescencia	general	como	la	traslocación	de	la	AQP1	a	la	membrana	plasmática.		
En	la	figura	IV.14	encontramos	los	resultados	tanto	de	la	presencia	total	de	
AQP1	 como	 de	 su	 transporte	 hacia	 la	 membrana	 en	 términos	 de	 porcentaje,	
siguiendo	el	protocolo	descrito	por	Viard	y	colaboradores	(Viard	et	al.,	2004),	como	
ya	se	explicó	en	material	y	métodos,	para	tiempos	de	incubación	de	15,	30,	60,	90	y	
120	 minutos.	 En	 ambos	 casos	 existió	 una	 tendencia	 a	 incrementar	 tanto	 la	
presencia	 de	 la	 acuaporina	 como	 su	 traslocación	 a	 la	 membrana,	 llegando	 a	 un	
máximo	a	 los	60	minutos,	momento	en	el	 cual	 comienza	a	 regresar	a	 los	 valores	
basales,	 tras	 el	 tratamiento	 con	 Ap4A	 100	 µM.	 A	 los	 30	 minutos	 se	 produjo	 un	
incremento	estadísticamente	significativo	en	la	presencia	de	AQP1	del	43.07	±	7.54	
%	 respecto	 al	 control	 (p<0.001)	 y	 el	 porcentaje	 de	 AQP1	 movilizada	 hacia	 la	





(p<0.01).	A	 los	60	minutos	de	 tratamiento	 se	produjo	el	efecto	máximo	del	Ap4A	
sobre	 la	 AQP1,	 la	 presencia	 aumentó	 un	 85.45	 ±	 8.78%	 respecto	 al	 control	
(p<0.001)	y	el	porcentaje	de	traslocación	de	la	AQP1	a	la	membrana	aumentó	hasta	
un	 64.50	 ±	 1.43	 %	 (p<0.001).	 Aunque	 a	 partir	 de	 los	 60	 minutos	 los	 valores	
tendieron	a	regresar	hacia	 los	basales,	a	 los	90	minutos	de	tratamiento	aún	hubo	
un	aumento	significativo	de	la	presencia	de	AQP1,	aumentando	un	29.10	±	7.41	%	
respecto	 al	 control	 (p<0.05).	 Sin	 embargo,	 no	 hubo	 en	 este	 caso	 diferencias	










































































































correspondiente	 a	 la	 intensidad	 de	 fluorescencia	 debida	 al	 marcaje	 frente	 a	 AQP1,	
representada	 como	 porcentajes	 respecto	 a	 los	 valores	 controles	 (células	 sin	 tratar).	 Se	
observan	 un	 incremento	 significativo	 a	 los	 30,	 60	 y	 90	minutos	 de	 tratamiento	 (*p<0.001	 y	
***p<	0.001).	C)	Representación	de	la	traslocación	de	la	AQP1	como	el	porcentaje	de	proteína	
total	 que	 hay	 en	 la	membrana,	 habiendo	 un	 incremento	 significativo	 a	 los	 30	 y	 60	minutos	
(***p<	 0.001).	 Todos	 los	 valores	 se	 representan	 como	 la	media	 ±	 s.e.m.	 de	 3	 experimentos	
independientes,	habiéndose	analizado	un	total	del	18	imágenes	por	cada	estadio.		
	
Por	 lo	 tanto,	 se	 concluyó	 que	 existía	 una	 dependencia	 del	 tiempo	 de	
tratamiento,	 motivo	 por	 el	 cual,	 el	 resto	 de	 ensayos	 se	 llevó	 a	 cabo	 con	
tratamientos	de	Ap4A	durante	60	minutos.		
2.3.4	Estudio	de	la	dosis-respuesta	del	Ap4A	sobre	la	AQP1	
Una	 vez	 comprobado	 que	 existía	 una	 dependencia	 del	 tiempo	 de	
tratamiento	 en	 el	 efecto	 sobre	 la	 AQP1,	 quisimos	 estudiar	 la	 dependencia	 con	
respecto	 a	 la	 concentración.	 Para	 ello	 se	 repitieron	 los	 experimentos	 de	
C	
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testado	 en	 un	 rango	 de	 concentraciones	 de	 entre	 1nM	 y	 1	 mM.	 A)	 Representación	 de	 la	






Como	 se	 muestra	 en	 la	 figura	 IV.15,	 que	 representa	 las	 curvas	
concentración-respuesta,	 se	 confirmó	que	existía	 también	una	dependencia	de	 la	
concentración,	 tanto	 en	 la	 presencia	 de	 AQP1	 como	 en	 el	 porcentaje	 de	
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movilización	 de	 acuaporina	 hacia	 la	 membrana.	 Los	 valores	 calculados	 de	 pD2	





una	 concentración	 de	 10	 μM,	 pues	 fue	 la	 concentración	más	 baja	 con	 la	 que	 se	
obtuvieron	los	efectos	máximos.	
2.3.5	 Efecto	 de	 los	 antagonistas	 P2Y	 en	 la	 respuesta	 inducida	
por	el	tratamiento	con	Ap4A	sobre	la	AQP1	
Con	el	fin	de	determinar	si	el	efecto	estudiado	del	Ap4A	sobre	la	AQP1	de	las	
células	NPEsv	estaba	mediado	por	 el	 receptor	purinérgico	P2Y2	 se	 realizaron	una	
serie	 de	 ensayos	 de	 inmunicitoquímica	 testándose	 varios	 antagonistas	 P2Y	 no	
selectivos	(PPADS,	suramina	y	RB-2),	el	antagonista	selectivo	P2Y1	(MRS2179)	y	un	
antagonista	selectivo	P2Y6	(MRS2578).	
Como	 puede	 observarse	 en	 la	 figura	 IV.16	 ni	 el	 antagonista	 selectivo	 P2Y1	
(MRS2179)	ni	el	antagonista	selectivo	P2Y6	(MRS2578)	fueron	capaces	de	revertir	el	
efecto	del	Ap4A	sobre	el	aumento	de	presencia	de	 la	AQP1.	Sin	embargo,	 los	tres	
antagonistas	 no	 selectivos	 anularon	 dicho	 efecto	 por	 completo,	 obteniéndose	
valores	próximos	a	 los	de	 los	 controles.	De	 los	 tres,	 el	 reactivo	azul	2	 fue	el	más	
efectivo,	siendo	capaz	de	revertir	el	efecto	del	Ap4A	hasta	una	fluorescencia	debida	
a	la	presencia	de	la	AQP1	de	un	76.31	±	2.11	%	(p<0.001)	respecto	al	100	±	2.82	%	
del	 control.	 Aunque	 la	 suramina	 y	 el	 PPADS	 también	 fueron	 significativamente	
efectivos	 inhibiendo	el	efecto	del	Ap4A,	reduciendo	la	presencia	de	la	AQP1	hasta	
un	79.46	±	3.19	%	y	78.86	±	3.81	%	respectivamente	(p<0.001).	Los	tres	revirtieron	
el	 efecto	 hasta	 valores	 inferiores	 a	 los	 del	 control,	 probablemente	 porque	 su	
pretratamiento	 bloquease	 al	 mismo	 tiempo	 el	 efecto	 debido	 a	 los	 nucleótidos	
extracelulares	y	no	sólo	al	tratamiento	con	Ap4A.		


































































































































aumento	 en	 la	 presencia	 de	 AQP1	 inducida	 por	 el	 dinucleótido	 Ap4A.	 B)	 Efecto	 de	 los	
antagonistas	P2Y	sobre	el	aumento	en	el	tráfico	de	la	AQP1	hacia	la	membrana	inducida	por	el	
Ap4A.	El	tráfico	se	representa	como	el	porcentaje	de	AQP1	total	movilizada	hacia	la	membrana	
Todos	 los	 resultados	 corresponden	a	 la	media	de	3	experimentos	 independientes	habiéndose	
analizado	 18	 imágenes	 por	 cada	 estadio.	 ***p<0.001	 respecto	 al	 control;	∇∇	p<0.01	 y	∇∇∇	
p<0.001	respecto	al	tratamiento	sólo	con	el	Ap4A.		
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Del	mismo	modo,	 en	 cuanto	 a	 la	 traslocación	 de	 la	 AQP1	 a	 la	membrana	
plasmática	 tras	 el	 tratamiento	 con	 Ap4A,	 el	 RB-2	 volvió	 a	 ser	 el	 más	 efectivo,	
reduciéndolo	 de	 un	 64.50	 ±	 4.74%	 a	 un	 42.40	 ±	 6.28%	 (p<0.001).	 Seguido	 del	
PPADS	 que	 fue	 capaz	 de	 reducirlo	 a	 un	 45.01	 ±	 7.39%	 (p<0.001),	 y	 la	 suramina	
hasta	un	46.59	±	9.71%	(p<0.01),	como	se	observa	en	la	figura	IV.16	B.	
	
2.4	 EFECTO	DEL	RECEPTOR	P2Y2	DE	 LAS	CÉLULAS	NPESV	 SOBRE	
LA	AQP1		
En	 base	 a	 los	 resultados	 farmacológicos	 realizados	 con	 antagonistas,	 se	
concluyó	que	el	efecto	del	Ap4A	estaba	mediado	por	 la	activación	de	un	receptor	
purinérgico	metabotrópico	que	no	 se	 correspondía	ni	 con	el	 P2Y1	 ni	 con	el	 P2Y6.	
Con	el	objetivo	de	confirmar	que	dicho	efecto	era	mediado	por	el	receptor	P2Y2	se	
repitieron	 los	 ensayos	 de	 inmunocitoquímica	 en	 células	 que	 previamente	 habían	
sido	tratadas	con	el		RNA	interferente	específico	para	P2Y2		(siRNA-P2Y2).		
2.4.1	 Validación	 del	 método	 de	 transfección	 de	 las	 células	
NPEsv	
Antes	de	comenzar	con	el	estudio	de	la	AQP1	se	llevaron	a	cabo	una	serie	de	
ensayos	 con	el	objetivo	de	validar	el	método	de	 transfección	de	 las	 células.	 Para	
ello,	las	células	fueron	incubadas	con	una	secuencia	corta	de	RNA	que	no	reconoce	
ningún	gen	mamífero	y	que	estaba	unida	a	una	sonda	fluorescente	(Alexa),	como	
ya	 se	describió	en	Material	 y	Métodos.	 Con	el	 fin	de	optimizar	 la	 transfección	 se	
probaron	 tres	 volúmenes	 distintos	 de	 lipofectamina	 3000	 (el	 factor	 de	
transfección)	 y	 dos	 cantidades	 distintas	 de	 RNA,	 siguiendo	 las	 indicaciones	 del	
fabricante.		
La	 transfección	 fue	 satisfactoria	 para	 todas	 las	 condiciones	 estudiadas,	
aunque	 como	 puede	 observarse	 en	 la	 figura	 IV.18,	 los	 mejores	 resultados	 se	
obtuvieron	con	las	incubaciones	de	10	y	12	µl	de	lipofectamina.	
	























Figura	 IV.17.-	 Eficiencia	 de	 la	 transfección	de	 las	 células	NPEsv.	En	 la	 figura	 se	muestra	 un	
ejemplo	de	algunas	de	las	distintas	condiciones	de	transfección	tras	24	horas.	A)	Visualización	
del	 siRNA	marcado	 con	Alexa	 Fluor	 en	 amarillo.	 B)	 Visualización	 de	 las	 células	 por	 filtros	 de	
contraste	 por	 Nomarski.	 C)	 Colocalización	 del	 siRNA	 en	 el	 interior	 de	 las	 células	 y	
mayoritariamente	en	el	núcleo.	Todas	las	imágenes	fueron	tomadas	a	20X.	
	
Además	 de	 valorar	 la	 eficiencia	 de	 la	 transfección	 en	 cada	 condición,	 se	
valoró	 también	 la	 toxicidad	de	 los	 tratamientos.	 Los	ensayos	de	viabilidad	celular	
con	Azul	Tripan	demostraron	que	bajo	las	distintas	condiciones	de	transfección,	las	
células	 NPEsv	 no	 se	 vieron	 significativamente	 afectadas,	 su	 mortandad	 celular	
rondó	 el	 11-23%	 en	 todos	 los	 casos.	 Al	mismo	 tiempo	 los	 ensayos	 de	 viabilidad	
celular	 mediante	 MTT	 mostraron	 que	 todos	 los	 tratamientos	 resultaron	
ligeramente	 citotóxicos	para	 las	 células	24	horas	 tras	 la	 transfección,	 siendo	más	
marcado	en	el	 caso	de	 las	 incubaciones	 con	12	µl	 de	 lipofectamina,	 como	puede	
observarse	en	la	figura	IV.18.	
	


















































Figura	 IV.18.-	 Viabilidad	 celular	 tras	 la	 transfección	 de	 las	 células	 NPEsv.	 En	 la	 gráfica	 se	
muestran	 los	 porcentajes	 en	 términos	 de	 viabilidad	 celular	 respecto	 a	 las	 células	 control,	
únicamente	 incubadas	 con	 medio	 (100%),	 de	 las	 distintas	 condiciones	 estudiadas	 de	










la	presencia	del	 receptor	P2Y2	 tras	24,	48,	72	y	96	horas	de	 la	 transfección.	En	 la	
figura	 IV.19	se	muestra	el	cambio	en	 la	expresión	de	 la	proteína	P2Y2,	el	cual	 fue	
significativamente	 menor	 en	 las	 células	 tratadas	 con	 siRNA	 que	 en	 las	 células	
control.	La	máxima	disminución	en	la	expresión	de	proteína	se	dio	tras	72	horas	de	
la	 transfección,	 llegando	 a	 disminuirse	 hasta	 una	 expresión	 del	 26.38	 ±	 0.77	 %	
respecto	al	100.12	±	8.95	%	que	representa	el	control	(p<0.001).	Dicha	disminución,	
aunque	no	tan	acusada,	también	fue	significativa	a	las	24	horas	y	48	horas.	A	las	24	
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de	 la	 proteína	 control	 de	 carga	 (GAPDH).	 La	 intensidad	 de	 fluorescencia	 correspondiente	 de	
cada	 banda	 fue	 expresada	 en	 porcentajes	 en	 relación	 a	 los	 valores	 controles	 (100%)	






Con	el	objetivo	de	conocer	el	papel	del	 receptor	purinérgico	P2Y2	 sobre	 la	
movilización	 de	 la	 AQP1	 se	 realizaron	 una	 serie	 de	 ensayos	 farmacológicos	
mediante	 inmunocitoquímicas	 en	 células	 que	 previamente	 habían	 sido	
transfectadas	con	RNA	interferente	frente	a	P2Y2.		


















































































Para	 ello,	 tras	 72	 horas	 de	 la	 transfección	 con	 el	 siRNA-P2Y2,	 las	 células	
fueron	tratadas	con	Ap4A	10µM	durante	una	hora.	Como	puede	observarse	en	 la	
























Figura	 IV.20.-	 Efecto	 del	 silenciamiento	 del	 receptor	 P2Y2	 en	 la	 respuesta	 inducida	 por	 el	
dinucleótido	Ap4A	sobre	la	AQP1.	La	figura	representa	el	efecto	del	silenciamiento	del	receptor	
P2Y2,	tras	72	horas	de	la	transfección	de	las	células	NPEsv.	Las	células	(excepto	las	control)	son	
incubadas	 con	 Ap4A	 (10µM)	 durante	 60	 minutos.	 A)	 Representación	 del	 marcaje	
inmunofluorescente,	en	verde,	correspondiente	a	la	presencia	de	AQP1,	y	en	azul	se	muestra	el	
marcaje	 de	 los	 núcleos	 correspondiente	 al	 DAPI.	 B)	 Efecto	 sobre	 la	 presencia	 de	 AQP1	
expresada	 como	 el	 porcentaje	 respecto	 al	 control.	 C)	 Representa	 el	 porcentaje	 de	 AQP1	








122.40	 ±	 6.37	 %	 en	 las	 células	 transfectadas,	 respecto	 al	 99.99	 ±	 7.36	 %	 de	 la	
células	 control.	 Del	 mismo	 modo,	 el	 efecto	 del	 tratamiento	 con	 Ap4A	 sobre	 la	









los	 cuales	 se	 comprobó	 cómo	el	marcaje	 de	AQP1	 aumentaba	 significativamente	
tras	el	tratamiento	con	Ap4A,	se	realizaron	una	serie	de	ensayos	de	western	blot	en	
los	que	 se	estudió	el	 efecto	del	Ap4A	y	una	 serie	de	 inhibidores	de	 la	 síntesis	de	
proteínas	sobre	la	expresión	de	AQP1	en	las	NPEsv.		
Para	ello,	mediante	ensayos	de	western	blot,	se	analizó	la	expresión	de	AQP1	
en	 células	 control,	 células	 tratadas	 con	 Ap4A	 10μM	 durante	 60	 minutos,	 y	 en	
células	 tratadas	 con	 Ap4A	 que	 previamente	 habían	 sido	 pre-tratadas	 con	
cicloheximida,	 un	 inhibidor	 de	 la	 síntesis	 proteica.	 Como	puede	 observarse	 en	 la	
figura	 IV.21	 no	 se	 encontraron	diferencias	 significativas	 en	 la	 expresión	de	AQP1	
tras	 el	 tratamiento	 con	 Ap4A	 y,	 aunque	 se	 observó	 una	 tendencia	 a	 disminuir	 la	
expresión	 de	 AQP1	 tras	 el	 pretratamiento	 con	 cicloheximida,	 tampoco	 hubo	
diferencias	significativas	en	este	caso	respecto	a	los	otros	grupos	estudiados.	Por	lo	
tanto,	 se	 deduce	 que	 el	 aumento	 en	 la	 presencia	 observado	 en	 las	
inmunocitoquímicas	no	es	debido	a	un	aumento	en	la	síntesis	de	AQP1.	
	



























































Figura	 IV.	 21.-	 Efecto	 del	 Ap4A	 sobre	 la	 síntesis	 de	 AQP1	 en	 las	 células	NPEsv.	 Las	 bandas	
obtenidas	mediante	western	blot	fueron	densitometradas	y	la	intensidad	correspondiente	a	la	
proteína	 AQP1	 normalizada	 respecto	 a	 la	 de	 la	 proteína	 control	 de	 carga,	 GAPDH.	 La	
intensidad	de	 fluorescencia	 correspondiente	de	 cada	banda	 fue	 expresada	en	porcentajes	 en	
relación	 a	 los	 valores	 controles,	 considerándose	 el	 100%	 la	 intensidad	 correspondiente	 a	 las	
células	 incubadas	 únicamente	 en	 DMEM.	 La	 gráfica	 representa	 la	 media	 ±	 s.e.m.	 de	 3	
experimentos	independientes.	
	
2.6	 IMPLICACIÓN	 DE	 LA	 SEÑALIZACIÓN	 INTRACELULAR	
MEDIADA	 POR	 RECEPTORES	 P2Y2	 SOBRE	 EL	 TRÁFICO	 DE	 LA	
AQP1	 A	 LA	 MEMBRANA	 PLASMÁTICA	 INDUCIDA	 POR	 EL	
TRATAMIENTO	CON	Ap4A	
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con	Ap4A,	se	realizaron	varios	ensayos	de	inmunocitoquímica	en	los	que	se	estudió	
el	 efecto	 de	 varios	 inhibidores	 de	 esta	 vía.	 Estudiamos	 el	 efecto	 de	 la	
estaurosporina	 (inhibidor	 de	 la	 actividad	 de	 la	 proteína	 quinasa	 C),	 U73122	
(inhibidor	 de	 la	 fosfolipasa	 C),	 U73343	 (análogo	 inactivo	 de	 U73122	 empleado	
como	 control	 negativo)	 y	 ácido	 okadaiko	 (inhibidor	 no	 selectivo	 de	 proteínas	
fosfatasas)	en	células	que	posteriormente	fueron	tratadas	con	Ap4A	10μM.		
El	 pretratamiento	 con	 estaurosporina	 y	U73122	 produjo,	 en	 ambos	 casos,	
una	disminución	significativa	del	aumento	de	AQP1	traslocada	hacia	la	membrana	









en	 la	 membrana	 plasmática,	 por	 encima	 del	 obtenido	 únicamente	 con	 el	
tratamiento	 con	 Ap4A,	 hasta	 un	 75.41	 ±	 1.00	%	 (p<0.01).	 Además,	 en	 la	 imagen	















































































Figura	 IV.22.-	 Implicación	de	 la	 ruta	PLC/PKC	en	 la	 respuesta	 inducida	por	el	Ap4A	sobre	 la	





AQP1	 hacia	 la	 membrana	 como	 el	 porcentaje	 de	 proteína	 total	 presente	 en	 la	 membrana.	
Todos	 los	resultados	corresponden	a	 la	media	de	3	experimentos	 independientes,	habiéndose	








EN	 EL	 TRÁFICO	 DE	 LA	 AQP1	 A	 LA	 MEMBRANA	 PLASMÁTICA	
INDUCIDA	POR	EL	TRATAMIENTO	CON	Ap4A	
Los	 microtúbulos,	 junto	 con	 los	 microfilamentos	 y	 los	 filamentos	





centró	 en	determinar	 si	 la	 traslocación	 a	 la	membrana	de	 la	AQP1	en	 las	NPEsv,	
inducida	por	el	Ap4A,	estaba	mediada	por	los	microtúbulos	del	citoesqueleto.	Para	
ello,	 se	 evaluó	 el	 tráfico	 de	 la	 AQP1	 a	 la	 membrana,	 mediante	 ensayos	 de	
inmunocitoquímica,	en	células	tratadas	con	Ap4A	que	previamente	habían	sido	pre-
tratadas	 con	 inhibidores	 de	 la	 polimerización	 de	 la	 tubulina	 (colchicina	 y	
nocodazol).		
Como	 puede	 observarse	 en	 la	 figura	 IV.23	 ambos	 inhibidores	 de	 la	
polimerización	 de	 la	 tubulina	 indujeron	 una	 disminución	 significativa	 de	 la	
traslocación	de	la	AQP1	a	la	membrana.	El	porcentaje	de	AQP1	en	la	membrana	se	
redujo	de	un	64.40	±	9.32%	a	un	36.77	±	11.68%	en	el	caso	del	nocodazol	(p<0.001)	










































































2.8	 EFECTO	 DE	 LOS	 AGONISTAS	 P2Y2,	 Ap4A	 y	 ATP,	 SOBRE	 LA	
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a	 los	 controles,	 de	 12	 experimentos	 independientes,	 sobre	 el	 flujo	 del	 ion	 cloruro.	 Los	 *	
representan	 el	 momento	 en	 el	 que	 la	 diferencia	 entre	 el	 flujo	 de	 Cl–	 comenzó	 a	 ser	




  Resultados 	
	 169	
En	una	primera	aproximación	se	analizó	el	efecto	que	tenían	el	nucleótido	
ATP	 y	 el	 dinucleótido	Ap4A	 sobre	 la	movilización	del	 ion	 cloruro	por	parte	de	 las	
células	NPEsv	de	conejo.	Como	puede	observarse	en	la	figura	IV.24	el	tratamiento	
con	 ATP	 y	 Ap4A,	 ambos	 a	 una	 concentración	 fija	 de	 100	 μM,	 mostraron	 una	
tendencia	 a	 incrementar	 el	 flujo	 del	 ion	 cloruro	 en	 las	 células	 NPEsv.	 Aunque	
únicamente	 el	 Ap4A	 produjo	 un	 aumento	 significativo	 del	 flujo	 de	 Cl-,	 dicho	
aumento	 empezó	 a	 ser	 significativo	 a	 partir	 de	 los	 68.33	 minutos	 (p<0.05),	
aumentando	 la	 diferencia	 significativa	 a	 los	 79.99	minutos	 (p<0.01),	 logrando	 un	
aumento	máximo	de	≈30%	respecto	a	los	controles	a	los	109.33	minutos	(p<0.001).	
	
2.9	 EFECTO	 DE	 LOS	 ANTAGONISTAS	 P2Y	 INDUCIDO	 POR	 EL	
TRATAMIENTO	 CON	 Ap4A	 SOBRE	 LA	 MOVILIZACIÓN	 DEL	 ION	
CLORURO	EN	LAS	CÉLULAS	NPESV		
Con	 el	 fin	 de	 determinar	 si	 el	 efecto	 estudiado	 del	 Ap4A	 sobre	 la	
movilización	 del	 ion	 cloruro	 estaba	mediado	 por	 el	 receptor	 purinérgico	 P2Y2	 se	





con	 la	 sonda	 MQAE,	 produciendo	 un	 apagamiento	 de	 la	 misma	 en	 el	 caso	 del	
PPADS,	y	cambios	en	los	perfiles,	respecto	al	control,	en	el	caso	de	la	suramina	y	el	
RB-2.	
Sin	 embargo,	 en	 el	 caso	 del	 antagonista	 selectivo	 P2Y1	 (MRS2179)	 y	 el	
antagonista	 selectivo	P2Y6	 (MRS2578)	 sí	pudo	valorarse	el	 flujo	de	 ion	cloruro	en	
las	 células.	 En	 ambos	 casos	 se	 analizó	 el	 flujo	 de	 cloro	 movilizado	 respecto	 al	
control	y	a	las	células	tratadas	con	Ap4A	a	los	3	tiempos	en	los	cuales	aumentaba	la	
diferencia	estadísticamente	significativa.	Como	puede	observarse	en	la	figura	IV.26	
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no	 se	 observó	 una	 tendencia	 clara	 a	 revertir	 el	 efecto	 del	 Ap4A	 sobre	 la	
movilización	de	Cl-,	no	habiendo	diferencias	significativas	entre	las	células	tratadas	














Figura	 IV.25.-	 Efecto	 de	 los	 antagonistas	 P2Y	no	 selectivos	 en	 la	 respuesta	 inducida	 por	 el	
dinucleótido	Ap4A	sobre	la	movilización	del	ion	cloruro.	La	figura	representa	el	antagonismo	





































































Figura	 IV.26.-	 	 Efecto	 de	 los	 antagonistas	 selectivos	 de	 los	 receptores	 	 P2Y1	 y	 P2Y6	 en	 la	
respuesta	inducida	por	el	dinucleótido	Ap4A	sobre	la	movilización	del	ion	cloruro.	La	gráfica	
representa	el	antagonismo	producido	por	los	antagonistas	selectivos	de	P2Y1	(MRS2179)	y	del	
P2Y6	 (MRS2578)	 (testados	 a	 una	 concentración	 fija	 de	 1µM)	a	 la	 respuesta	 producida	 por	 el	
Ap4A	sobre	 la	movilización	del	 ion	cloruro	a	 los	tres	tiempos	claves	en	 los	cuales	 la	diferencia	
entre	 el	 control	 y	 las	 células	 tratadas	 con	Ap4A	 fue	 estadísticamente	 significativa.	 El	 flujo	de	
cloro	 está	 expresado	 en	 unidades	 arbitrarias	 de	 fluorescencia	 y	 los	 resultados	 se	 expresan	
como	la	media	±	el	error	estándar	de	12	experimentos	independientes.	
	




los	 receptores	 P2Y2,	 estaba	 implicada	 en	 el	 efecto	 sobre	 la	 movilización	 del	 ion	
cloruro	 mediado	 por	 el	 tratamiento	 con	 Ap4A,	 se	 realizaron	 varios	 ensayos	
estudiando	el	efecto	de	la	estaurosporina	(inhibidor	de	la	actividad	de	la	proteína	
quinasa	C),	bisinsolilmaleimida-I	(inhibidor	de	la	actividad	de	la	proteína	quinasa	C)	
y	 ácido	 okadaiko	 (inhibidor	 no	 selectivo	 de	 proteínas	 fosfatasas)	 en	 células	 que	
posteriormente	 fueron	 tratadas	 con	 Ap4A	 100μM.	 En	 este	 caso	 no	 se	 empleó	 el	
U73122	 (inhibidor	 de	 la	 fosfolipasa	 C),	 porque	 interfería	 con	 la	 sonda	 MQAE	
apagando	por	completo	su	fluorescencia,	imposibilitando	así	las	medidas.	
























































El	 pretratamiento	 con	 estaurosporina	 y	 bisinsolilmaleimida-I	 produjo,	 en	
ambos	 casos,	una	disminución	 significativa	del	 efecto	mediado	por	el	Ap4A	hasta	
revertirlo	 hacia	 valores	 próximos	 al	 control,	 como	 puede	 observarse	 el	 la	 figura	
IV.27,	 haciendo	 pensar	 que	 el	 efecto	 del	 Ap4A	 está	 mediado	 por	 la	 ruta	 de	 la	
PLC/PKC.	La	estaurosporina	fue	capaz	de	revertir	el	aumento	en	el	flujo	de	cloruro	
del	1.82	±	0.27	u.a.f,	de	 la	células	 tratadas	con	Ap4A,	a	un	1.29	±	0.14	u.a.f	a	 los	
68.33	minutos	 (p<0.001);	 de	 1.85	 ±	 0.09	 u.a.f	 a	 un	 1.29	 ±	 0.06	 u.a.f	 a	 los	 79.99	
minutos	 (p<0.001),	 y	 de	 1.98	 ±	 0.10	 u.a.f	 a	 un	 1.31	 ±	 0.05	 u.a.f	 a	 los	 109.33	
minutos(p<0.001).	Del	mismo	modo,	la	bisinsolilmaleimida-I	fue	capaz	de	revertir	el	
flujo	de	cloro	del	1.82	±	0.08	u.a.f	de	la	células	tratadas	con	Ap4A	a	un	1.35	±	0.48	a	















Figura	 IV.27.-	 Implicación	de	 la	 ruta	PLC/PKC	en	 la	 respuesta	 inducida	por	el	Ap4A	sobre	 la	
movilización	del	 ion	 cloruro.	La	gráfica	 representa	el	 efecto	producido	por	 la	estaurosporina	
(1nM),	bisinsolilmaleimida-I	(1nM)	y	el	ácido	okadaiko	(100nM)	sobre	la	respuesta	inducida	por	
el	 tratamiento	 de	 Ap4A	 (100µM)	 sobre	 movilización	 de	 cloro.	 Todos	 los	 resultados	
corresponden	 a	 la	 media	 de	 12	 experimentos	 independientes	 y	 se	 expresan	 como	 la														
media	±	s.e.m.	*p<0.05,	**p<0.005	y	***p<0.001	respecto	al	control;	∇∇	p<0.01	y	∇∇∇	p<0.001	
respecto	al	tratamiento	sólo	con	el	Ap4A.		
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Curiosamente,	 el	 ácido	 okadaiko,	 que	 es	 un	 inhibidor	 de	 las	 proteínas	
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OBJETIVO	3:	DETERMINAR	LA	RELACIÓN	ENTRE	EL	
AUMENTO	 DE	 LA	 PIO	 Y	 EL	 INCREMENTO	 DE	 LOS	





los	 pacientes	 diagnosticados	 de	 glaucoma	 estaban	 incrementados,	
aproximadamente	15	veces	respecto	a	los	niveles	medidos	en	los	individuos	sanos	
(Castany	 et	 al.,	 2011).	 Debido	 a	 este	 hecho,	 el	 siguiente	 objetivo	 de	 esta	 tesis	




celular	 capaz	 de	 responder	 a	 estímulos	 osmóticos	 y	mecánicos	 	 (Liedtke,	 2005b;	
Nilius	et	al.,	2003),	debido	a	lo	cual	algunos	autores	han	centrado	sus	estudios	en	
correlacionarlo	con	la	patología	del	glaucoma	y	la	hipertensión	ocular	(Alkozi	et	al.,	
2015;	 Krizaj	 et	 al.,	 2014;	 Luo	 et	 al.,	 2014).	 Por	 ello,	 nuestro	 objetivo	 también	 se	




y	 los	 niveles	 de	 Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 conejos,	 se	 buscó	 un	 método	
reproducible	y	eficaz	para	producir	hipertensión	ocular	 sin	necesidad	de	emplear	
productos	 químicos	 ni	 alterar	 irreversiblemente	 ninguna	 de	 las	 estructuras	
anatómicas	del	 globo	ocular	 relacionadas	 con	 la	dinámica	del	 humor	acuoso.	Por	
este	motivo,	 el	método	estudiado	 fue	 el	 empleo	de	 la	 posición	de	 Trendelenbug	
formando	un	ángulo	de	80°	con	la	horizontal.	
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de	 la	 PIO.	 Con	 el	 objetivo	 de	 evaluar	 la	 eficacia	 del	 método	 para	 producir	 un	
incremento	 de	 la	 presión	 y	 evaluar	 la	 posible	 influencia	 que	 genera	 la	 sedación	
sobre	dicho	efecto,	se	realizó	una	serie	de	ensayos	con	conejos	albinos	de	la	raza	





















la	 posición	 de	 Trendelenburg	 formando	 un	 ángulo	 de	 80°	 con	 la	 horizontal.	 Los	 valores	 de	
presión	intraocular	(media	±	s.e.m.)	están	normalizados	respecto	a	los	valores	basales	de	cada	
animal.	Todos	los	resultados	corresponden	a	la	media	de	8	experimentos	independientes.		
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3.2	 EFECTO	 DE	 LA	 POSICIÓN	 DE	 TRENDELENBURG	 SOBRE	 LA	
CONCENTRACIÓN	 DE	 Ap4A	 EN	 EL	 HUMOR	 ACUOSO	 DE	 LOS	
CONEJOS	ALBINOS	DE	LA	RAZA	NUEVA	ZELANDA	
Con	el	objetivo	de	encontrar	la	relación	existente	entre	los	aumentos	de	la	
PIO	 y	 los	 niveles	 de	 Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 conejos,	 los	 animales	 se	
dividieron	 en	 grupo	 control,	 colocados	 en	 la	 posición	 prono	 supino,	 y	 grupo	
Trendelenburg,	colocados	en	la	posición	de	Trendelenbug	formando	un	ángulo	de	
80°	con	 la	horizontal.	Las	muestras	de	humor	acuoso	recogidas	 fueron	analizadas	




la	 posición	 de	 Trendelenburg.	 La	 concentración	 de	 Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso	














































Figura	 IV.29.-	 Variaciones	 en	 la	 concentración	 de	Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 conejos	
albinos	 de	 la	 raza	 Nueva	 Zelanda	 inducido	 por	 cambios	 en	 la	 PIO.	 A)	 Cromatogramas	
representativos	de	los	perfiles	de	elución	de	las	muestras	de	humor	acuoso	extraídos	de	los	ojos	
controles	 (animales	 en	 posición	 prono	 supino)	 y	 de	 los	 animales	 en	 la	 posición	 de	
Trendelenburg.	B)	La	gráfica	muestra	la	concentración	de	Ap4A	en	el	humor	acuoso	extraído	en	
cada	 grupo,	 representado	 como	 la	 media	 ±	 s.e.m	 de	 8	 experimentos	 independientes.	
***p<0.001	respecto	al	control.	
	
3.3	 PRESENCIA	DEL	 CANAL	 TRPV4	 EN	 LOS	 PROCESOS	 CILIARES	
DE	LOS	CONEJOS	ALBINOS	DE	LA	RAZA	NUEVA	ZELANDA	
En	 primer	 lugar,	 antes	 de	 estudiar	 la	 relación	 entre	 los	 niveles	 de	 Ap4A	
presentes	 en	 el	 humor	 acuoso	 y	 las	 variaciones	 en	 la	 PIO	 con	 el	 canal	 catiónico	

































De	 igual	 manera,	 mediante	 un	 análisis	 inmunihistoquímico	 de	 los	 procesos	
ciliares	 de	 los	 conejos,	 encontramos	 un	 marcaje	 específico	 en	 el	 epitelio	 ciliar	
pigmentado	como	en	el	no	pigmentado,	como	puede	observarse	en	la	figura	IV.31.	
Dicho	marcaje	fue	más	intenso	y	de	apariencia	punteada	en	la	interfaz	entre	ambos	
epitelios.	 Además,	 la	 mayor	 intensidad	 de	 tinción	 se	 observó	 en	 torno	 a	 los	














Figura	 IV.31.-	 Expresión	de	 la	pr teína	TRPV4	en	 los	 rocesos	 ciliares	de	 conejo	de	 la	 raza	
Nueva	 Zelanda.	 La	 figura	 inferior	muestra	 el	marcaje	 específico	 de	 la	 proteína	 TRPV4	 (rojo,	
incubado	a	 una	dilución	 1:100)	 tanto	 en	 las	 células	 del	 epitelio	 pigmentado	 como	en	 las	 del	
epitelio	 no	 pigmentado	 de	 los	 procesos	 ciliares,	 así	 como	 en	 las	 células	 endoteliales	 de	 los	
vasos	sanguíneos.	La	figura	superior	corresponde	al	control	negativo	para	el	marcaje	de	TRPV4,	
en	el	cual	la	muestra	no	fue	incubada	con	anticuerpo	primario.	
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3.4	 RELACIÓN	 ENTRE	 LA	 ACTIVACIÓN	 DEL	 CANAL	 TRPV4,	 LA	
POSICIÓN	 DE	 TRENDELENBURG	 Y	 LA	 PIO	 DE	 LOS	 CONEJOS	
ALBINOS	DE	LA	RAZA	NUEVA	ZELANDA	
El	 siguiente	 objetivo	 consistió	 en	 estudiar	 la	 relación	 existente	 entre	 la	
activación	 del	 canal	 TRPV4	 con	 la	 PIO	 y	 el	 efecto	 inducido	 por	 la	 posición	 de	
Trendelenburg	sobre	la	PIO.	Para	ello	se	monitorizó	la	presión	intraocular	en	siete	
grupos	 de	 animales:	 un	 grupo	 control	 en	 el	 que	 los	 animales	 se	 colocaron	 en	 la	
posición	 prono	 supino,	 un	 grupo	 en	 el	 que	 los	 animales	 fueron	 colocados	 en	 la	
posición	de	Trendelenbug	formando	un	ángulo	de	80°	con	la	horizontal,	dos	grupo	
en	 los	 cuales	 los	 animales	 fueron	 colocados	 en	 la	 posición	 de	 Trendelenbug,	 y	
habían	sido	previamente	tratados	con	dos	antagonistas	del	TRPV4	(rojo	de	rutenio	
y	 el	HC-067047),	 y	 tres	 grupos	 en	 los	 cuales	 los	 animales	 fueron	 colocados	 en	 la	





efecto	 de	 la	 posición	 de	 Trendelenburg	 sobre	 la	 PIO,	 la	 cual	 continuó	
significativamente	incrementada	respecto	a	los	valores	basales	en	todos	los	grupos	
(p<0.001).	 La	 PIO	 aumentó	 significativamente	 en	 el	 grupo	 Trendelenburg	
alcanzando	un	aumento	máximo	de	204.62	±	6.98	%	respecto	al	101.15	±	2.34	%	
del	grupo	control.	Mientras	que	en	el	caso	de	los	animales	pre-tratados	con	rojo	de	
rutenio	 aumentó	 hasta	 un	 máximo	 del	 191.53	 ±	 6.79	 %	 y	 en	 los	 animales	 pre-
tratados	con	HC-067047	hasta	un	195.21	±	6.83	%.	
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Figura	 IV.32.-	 Efecto	de	 los	agonistas	 y	antagonistas	del	 TRPV4	 sobre	 la	PIO.	A)	 La	gráfica	
representa	 la	respuesta	al	tratamiento	con	 los	agonistas	4αPDD	(20	μl	a	10	nM	inyectado	en	
cámara	anterior),	RN-1747	(10	μl	a	10	μM	instilado	tópicamente)	y	GSK1016790a	(10	μl	a	1	μM	
instilado	 tópicamente)	 sobre	 la	 PIO	de	 los	 animales.	B)	 La	gráfica	 representa	 la	 respuesta	al	
tratamiento	con	 los	antagonistas	rojo	de	rutenio	(RR,	10	μl	a	10	μM	instilado	tópicamente)	y	
HC-067047	 (10	 μl	 a	 300	 μM	 instilado	 tópicamente)	 sobre	 la	 PIO	 de	 los	 animales	 al	 ser	
colocados	en	la	posición	de	Trendelenburg	formando	un	ángulo	de	80°	con	la	horizontal.	Todos	
los	valores	de	presión	intraocular	están	normalizados	respecto	a	los	valores	basales	(100%)	de	
cada	 animal	 y	 expresados	 como	 la	 media	 ±	 s.e.m.	 correspondiente	 a	 8	 experimentos	
independientes.	
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3.5	 RELACIÓN	 ENTRE	 EL	 CANAL	 TRPV4	 Y	 LA	 CONCENTRACIÓN	
DE	Ap4A	EN	EL	HUMOR	ACUOSO	DE	LOS	CONEJOS	ALBINOS	DE	
LA	RAZA	NUEVA	ZELANDA	
Una	vez	establecida	 la	relación	existente	entre	 la	PIO	y	 los	niveles	de	Ap4A	
en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 conejos,	 la	 falta	 de	 relación	 a	 corto	 plazo	 entre	 la	
activación	del	TRPV4	y	las	variaciones	en	la	PIO,	y	teniendo	en	cuenta	que	el	canal	
TRPV4	 actúa	 como	 un	 sensor	 celular	 capaz	 de	 responder	 a	 estímulos	mecánicos	
como	 la	 presión,	 el	 siguiente	 objetivo	 fue	 estudiar	 la	 relación	 existente	 entre	 la	









fueron	 colocados	 en	 la	 posición	 de	 Trendelenbug	 y	 previamente	 habían	 sido	
tratados	 con	 los	 antagonistas	 del	 TRPV4,	 rojo	 de	 rutenio	 y	 HC-067047,	 dicho	
incremento	 sobre	 la	 concentración	 de	 Ap4A	 fue	 significativamente	 revertido,	
obteniéndose	 valores	próximos	a	 los	del	 control,	 39.88	±	5.55	nM	en	el	 caso	del			
HC-067047	y	42.25	±	0.12	nM	 	en	el	caso	del	 rojo	de	 rutenio	 (p<0.001	en	ambos	
casos).		
Del	mismo	modo,	 en	 los	 animales	 colocados	 en	 la	 posición	 prono	 supino,	
que	 fueron	 tratados	 con	 los	 agonistas	 del	 TRPV4	 (4αPDD,	 RN-1747	 y	
GSK1016790a),	 los	 niveles	 de	 Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso	 se	 incrementaron	
significativamente.	 El	 agonista	 que	mayor	 efecto	mostró	 fue	 el	 GSK1016790a,	 el	
cual	 logró	 incrementar	 en	 aproximadamente	 2.5	 veces	 la	 concentración	 de	 los	


























































significativamente	 el	 efecto	 obteniéndose	 valores	 aproximados	 a	 los	 de	 los	
controles,	37.73	±	6.06	nM	(p<0.001).	Al	mismo	tiempo,	aunque	en	menor	medida,	











Figura	 IV.33.-	 Variaciones	 en	 la	 concentración	 de	Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 conejos	
albinos	 de	 la	 raza	 Nueva	 Zelanda	 mediadas	 por	 el	 canal	 TRPV4.	 La	 gráfica	 muestra	 la	
concentración	de	Ap4A	en	el	humor	acuoso	extraído	en	cada	grupo,	en	la	posición	prono	supino	
(control)	 o	 Trendelenburg	 	 formando	un	ángulo	de	80°	 con	 la	 horizontal,	 tras	 el	 tratamiento	
con	 los	distintos	agonistas	 TRPV4,	 4αPDD	 (20	μl	 a	 1	μM	 inyectado	en	 cámara	anterior),	 RN-
1747	 (40	 μl	 a	 100	 μM	 instilado	 tópicamente)	 y	 GSK1016790a	 (40	 μl	 a	 10	 μM	 instilado	
tópicamente),	y	antagonistas,	rojo	de	rutenio	(RR,	40	μl	a	10	μM	instilado	tópicamente)	y	HC-
067047	(40	μl	a	30	μM	instilado	tópicamente).	Todos	 los	resultados	son	presentados	como	la	
media	 ±	 s.e.m.	 de	 8	 experimentos	 independientes.	 *p<0.05,	 **p<0.01	 y	 ***p<0.001	




TRPV4	y	 los	 incrementos	en	 la	concentración	de	Ap4A	en	el	humor	acuoso	de	 los	
conejos	
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OBJETIVO	 4:	 DETERMINAR	 LOS	 MECANISMOS	
CELULARES	 A	 TRAVÉS	 DE	 LOS	 CUALES	 EL	 Ap4A	 ES	
LIBERADO	 AL	 HUMOR	 ACUOSO	 A	 TRAVÉS	 DEL	







en	 el	 epitelio	 ciliar	 no	 pigmentado	 de	 los	 procesos	 ciliares.	 Finalmente,	 nuestro	
último	 objetivo	 se	 centró	 en	 caracterizar	 la	 liberación	 de	 Ap4A	 mediada	 por	 la	
activación	del	TRPV4.		
Debido	a	 las	 limitaciones	técnicas	del	modelo	animal,	 todos	 los	ensayos	se	
llevaron	 a	 cabo	 en	 las	 células	 del	 cultivo	 inmortalizado	NPEsv.	 Concerniente	 a	 la	
caracterización	 de	 la	 liberación	 de	Ap4A	mediada	 por	 la	 activación	 del	 TRPV4,	 se	
estudiaron	 distintos	 mecanismos	 celulares.	 Concretamente	 se	 evaluó	 si	 la	
liberación	de	dicho	nucleótido	era	exocitótica	o	no	exocitótica,	y	en	caso	de	no	ser	
exocitótica	si	se	producía	a	través	de	hemicanales	como	las	panexinas	o	conexinas,	






animal,	 los	 ensayos	 se	 llevaron	 a	 cabo	 en	 las	 células	 del	 cultivo	 inmortalizado	
NPEsv.	Por	 lo	tanto,	en	primer	 lugar	necesitamos	confirmar	 la	presencia	de	dicho	





























4.2	 EFECTO	 DE	 LA	 ACTIVACIÓN	 DEL	 TRPV4	 DE	 LAS	 CÉLULAS	
NPEsv	SOBRE	LA	LIBERACIÓN	DEL	DINUCLEÓTIDO	Ap4A	
Con	 el	 objetivo	 de	 confirmar	 que	 el	 efecto	 de	 la	 activación	 del	 TRPV4	
observado	 en	 el	modelo	 animal	 estaba	mediado	 por	 los	 canales	 presentes	 en	 el	
epitelio	 no	 pigmentado	 de	 los	 procesos	 ciliares	 se	 llevaron	 a	 cabo	 una	 serie	 de	
ensayos	 farmacológicos	 en	 las	 células	 NPEsv	 con	 distintos	 activadores	 y	
antagonistas	 del	 canal	 TRPV4.	 Los	 sobrenadantes	 de	 dichas	 células	 fueron	
recogidos	 y	 posteriormente	 analizados	mediante	HPLC	 para	 cada	 tratamiento.	 Al	
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La	 concentración	 de	 Ap4A	 medida	 en	 un	 medio	 iso-osmótico,	 considerado	
como	 control,	 fue	 de	 0.88	 ±	 0.06	 nM/µg	 proteína	 total.	 La	 activación	 del	 canal	
TRPV4	indujo	un	incremento	significativo	en	la	concentración	de	Ap4A	en	todos	los	
casos,	la	cual	fue	revertida	parcialmente	por	los	antagonistas	del	canal.	La	máxima	
liberación	 de	 Ap4A	 se	 logró	 cuando	 las	 células	 fueron	 incubadas	 en	medio	 hipo-
osmótico,	 en	este	 caso	 la	 concentración	de	Ap4A	aumentó	aproximadamente	6.6	
veces	 respecto	 al	 control,	 siendo	de	5.84	 ±	 0.51	nM/µg	proteína	 total	 (p<0.001).	
Tanto	el	antagonista	rojo	de	rutenio	como	el	HC-067047	fueron	capaces	de	revertir	
parcialmente	 dicho	 efecto,	 logrando	 aproximadamente	 una	 reducción	 del	 20%,	
hasta	4.89	±	0.92	nM/µg	proteína	 total	 en	el	 caso	del	 rojo	de	 rutenio	 (p<0.05)	 y	
hasta	el	4.78	±	0.18	nM/µg	proteína	total	en	el	caso	del	HC-067047	(p<0.05).	
Igualmente,	 el	 tratamiento	 con	 el	 agonista	 selectivo	 del	 TRPV4,	
GSK1016790a,	 incrementó	 significativamente	 los	 niveles	 de	 Ap4A	 2.32	 veces	
respecto	al	 control,	hasta	valores	de	2.03	±	0.13	nM/µg	proteína	 total	 (p<0.001).	
Del	mismo	modo	que	ocurría	con	las	células	tratadas	con	medio	hipo-osmótico,	los	
antagonistas	del	TRPV4	revertieron	significativamente	el	efecto	del	GSK1016790a.	
El	 rojo	 de	 rutenio	 fue	 capaz	 de	 inhibir	 significativamente	 el	 80%	 del	 efecto,	
mientras	que	el	HC-067047	 lo	 inhibió	significativamente	casi	en	su	totalidad,	más	
de	 un	 90%,	 pasando	 de	 valores	 de	 2.03	 ±	 0.13	 nM/µg	 proteína	 total	 hasta												
1.02	 ±	 0.08	 nM/µg	 proteína	 total	 (p<0.001)	 y	 0.98	 ±	 0.12	 nM/µg	 proteína	 total	
(p<0.001),	respectivamente.	
Al	 mismo	 tiempo,	 aunque	 en	 menor	 medida,	 tanto	 el	 agonista	 selectivo	
TRPV4,	 RN-1747,	 como	 el	 agonista	 no	 selectivo	 4αPDD,	 fueron	 capaces	 de	
incrementar	 significativamente	 los	 niveles	 de	 Ap4A,	 hasta	 valores	 de																					
1.38	 ±	 0.02	 nM/µg	 proteína	 total	 (p<0.001)	 y	 1.15	 ±	 0.02	 nM/µg	 proteína	 total	
(p<0.01),	 respectivamente.	 Dicho	 efecto,	 fue	 revertido	 significativamente	 por	 el	
























































































antagonista	 no	 selectivo,	 rojo	 de	 rutenio,	 hasta	 valores	 de	 0.98	 ±	 0.05	 nM/µg	
proteína	total	(p<0.05)	en	el	caso	del	4αPDD,	y	hasta	1.05	±	0.01	nM/µg	proteína	
total	 (p<0.05)	 en	 el	 caso	 del	 RN-1747.	 Del	mismo	modo,	 también	 el	 antagonista	
selectivo	del	canal	TRPV4,	HC-067047,	fue	capaz	de	revertir	parcialmente	el	efecto	
del	 4αPDD	 hasta	 valores	 de	 0.95	 ±	 0.14	 nM/µg	 proteína	 total	 (p<0.001)	 y	 hasta				
1.04	±	0.02	nM/µg	proteína	total	(p<0.05)	en	el	caso	del	RN-1747.		


















Figura	 IV.35.-	 Variaciones	 en	 la	 concentración	 de	 Ap4A	 liberado	 por	 las	 células	 NPEsv	
mediado	 por	 el	 canal	 TRPV4.	 La	 gráfica	muestra	 el	 efecto	 de	 la	 activación	 o	 el	 bloqueo	 del	
canal	TRPV4	en	 los	niveles	de	Ap4A	del	 sobrenadante	de	 las	células	 tras	 los	correspondientes	
tratamientos.	 El	 TRPV4	 es	 activado	mediante	 la	 incubación	 con	 medios	 hipo-osmóticos	 o	 el	
tratamiento	 con	 los	 agonistas	 4αPDD	 (1	 μM),	 RN-1747	 (10	 μM)	 y	 GSK1016790a	 (10	 nM);	 y	
bloqueado	 con	 los	 antagonistas,	 rojo	 de	 rutenio	 (RR,	 10	 μM)	 y	 HC-067047	 (3μM).	 Todos	 los	
resultados	 son	 presentados	 como	 la	 concentración	 en	 nM	 del	 Ap4A	 presente	 en	 el	
sobrenadante	 recogido,	 en	 función	 de	 la	 cantidad	 de	 μg	 de	 proteína	 total	 de	 las	 células	
sometidas	a	 cada	 tratamiento.	Además	 los	 resultados	mostrados	 corresponden	a	 la	media	±	
s.e.m.	de	8	experimentos	 independientes.	**p<0.01	y	***p<0.001	 representan	 las	diferencias	
significativas	respecto	al	control;	∇	p<0.05	y	∇∇∇	p<0.001,	diferencias	significativas	respecto	a	
los	activadores	del	canal	TRPV4.		
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4.3	 ESTUDIO	 DE	 LA	 DOSIS-RESPUESTA	 DEL	 GSK-1016790a	
SOBRE	 LA	 LIBERACIÓN	 DEL	 DINUCLEÓTIDO	 Ap4A	 DESDE	 LAS	
NPEsv	
Una	vez	comprobado	que	la	activación	del	canal	TRPV4	a	nivel	de	las	células	





Como	se	muestra	en	 la	 figura	 IV.36,	que	representa	 la	curva	concentración-
respuesta	del	efecto	del	tratamiento	con	GSK1016790a	sobre	la	concentración	de	
Ap4A,	se	confirmó	que	existía	una	dependencia	de	la	concentración	sobre	el	efecto	












Figura	 IV.36.-	 Curva	 dosis-respuesta	 del	 GSK1016790a	 sobre	 la	 liberación	 de	 Ap4A	 de	 las	
células	NPEsv.	El	GSK1016790a	fue	testado	en	un	rango	de	concentraciones	de	entre	0.01nM	y	
3	μM.	 Los	 resultados	 son	presentados	 como	 la	 concentración	en	nM	del	Ap4A	presente	en	el	
sobrenadante	 recogido,	 en	 función	 de	 la	 cantidad	 de	 μg	 de	 proteína	 total	 de	 las	 células	
sometidas	a	 cada	 tratamiento.	Además	 los	 resultados	mostrados	 corresponden	a	 la	media	±	
s.e.m.	 de	 8	 experimentos	 independientes.	 *p<0.05	 y	 ***p<0.001	 representan	 las	 diferencias	
significativas	respecto	al	control.	
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4.4	 MECANISMOS	 CELULARES	 PARA	 LA	 LIBERACIÓN	 DEL	




parte	 de	 dichas	 células,	 que	 además	 es	 dependiente	 de	 la	 concentración	 del	
tratamiento	 con	 el	 activador	 del	 TRPV4,	 GSK1016790a,	 el	 siguiente	 paso	 fue	
caracterizar	los	mecanismos	celulares	implicados	en	la	liberación	del	dinucleótido.		
Para	ello,	como	puede	observarse	en	la	figura	IV.37,	se	realizaron	una	serie	
de	 ensayos	 farmacológicos	 con	 el	 GSK1016790a	 y	 la	 N-etilmaleimida	 (NEM),	
inhibidor	de	 la	exocitosis	vesicular,	 con	el	objetivo	de	discernir	 si	 la	 liberación	de	
Ap4A	inducida	por	la	activación	del	TRPV4	era	de	carácter	exocitótica	o	no.	Además,	
en	 caso	 de	 que	 no	 fuese	 exocitótica,	 para	 evaluar	 si	 se	 producía	 a	 través	 de	
hemicanales	como	las	panexinas,	conexinas,	de	proteínas	CFTR	o	glicoproteínas,	se	
emplearon	también	inhibidores	de	estas	vías.	
El	 pretratamiento	 con	 el	 inhibidor	 de	 la	 exocitosis	 vesicular																											
(N-	etilmaleimida)	 logró	 inhibir	 significativamente	aproximadamente	el	34%	de	 la	
liberación	de	Ap4A	inducida	por	el		tratamiento	con	GSK1016790a.	Mientras	que	la	
concentración	 de	 Ap4A	 tras	 el	 tratamiento	 con	 GSK1016790a	 fue	 de	 2.03	 ±	 0.07	
nM/µg	 proteína	 total,	 en	 las	 células	 pretratadas	 con	 el	 NEM	 se	 redujo	
significativamente	 hasta	 1.60	 ±	 0.07	 nM/µg	 proteína	 total	 (p<0.01).	 Estos	
resultados	indican	que	la	 liberación	del	Ap4A	inducido	por	la	activación	del	TRPV4	
es	en	parte	de	carácter	exocitótico.	
Al	 mismo	 tiempo,	 como	 puede	 observarse	 en	 la	 figura	 IV.38,	 la	 mayor	
inhibición	 del	 efecto	 del	 GSK1016790a	 se	 obtuvo	 tras	 el	 pretratamiento	 con	 el	
probenecid,	 un	 inhibidor	 de	 los	 hemicanales.	 Dicho	 tratamiento	 provocó	 una	
inhibición	 significativa	 de	 aproximadamente	 el	 70%	 del	 efecto	 del	 GSK1016790a,	
reduciéndolo	hasta	1.17	±	0.05	nM/µg	proteína	total	(p<0.001).	Del	mismo	modo,	
















































el	 pretratamiento	 con	 carbenoxolona,	 inhibidor	 selectivo	 de	 la	 panexina	 1,	 fue	
capaz	de	inhibir	aproximadamente	en	un	60%,	de	forma	significativa,	el	efecto	del	
agonista	 TRPV4.	 La	 concentración	 de	 Ap4A	 disminuyó	 del	 2.03	 ±	 0.07	 nM/µg	
proteína	 total	 tras	 el	 tratamiento	 con	 GSK1016790a	 hasta	 1.37	 ±	 0.10	 nM/µg	
proteína	total	(p<0.001)	tras	el	pretratamiento	con	la	carbenoxolona.	
Por	el	contrario,	ni	los	inhibidores	de	las	conexinas	(ácido	flufenámico),	ni	de	





















de	 la	 exocitosis	 vesicular	 (NEM,	 N-etilmalaimida,	 2	 minutos	 a	 500	 μM),	 el	 inhibidor	 de	 las	
conexinas	 (FFA,	 ácido	 flufenámico,	 20	 minutos	 a	 30	 μM)	 y	 los	 inhibidores	 de	 las	 panexinas	
(PROB,	probenecid,	10	minutos	a	1	mM;	CBX,	carbenoxolona,	30	minutos	a	10	μM).	Todos	los	
resultados	 son	 presentados	 como	 la	 concentración	 en	 nM	 del	 Ap4A	 presente	 en	 el	
sobrenadante	 recogido,	 en	 función	 de	 la	 cantidad	 de	 μg	 de	 proteína	 total	 de	 las	 células	
sometidas	 a	 cada	 tratamiento.	 Todos	 los	 resultados	 mostrados	 corresponden	 a	 la	 media	 ±	
s.e.m	 de	 8	 experimentos	 independientes.	 ***p<0.001,	 diferencias	 significativas	 respecto	 al	
control;	∇∇	p<0.01	y	∇∇∇	p<0.001,	diferencias	significativas	respecto	al	GSK1016790a.		
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El	 principal	 objetivo	 de	 la	 presente	 tesis	 ha	 sido	 profundizar	 en	 el	
conocimiento	y	la	caracterización	de	la	señalización	purinérgica	en	la	hipertensión	
ocular.	 En	 ella,	 se	 describe	 el	 efecto	 de	 los	 nucleótidos	 y	 dinucleótidos,	
principalmente	 el	 Ap4A,	 actuando	 a	 través	 de	 la	 activación	 de	 un	 receptor	 P2Y2	
acoplado	 a	 proteína	 G,	 presente	 en	 los	 procesos	 ciliares,	 sobre	 la	 presión	






de	 los	 pacientes	 glaucomatosos.	 Además	 de	 caracterizar	 una	 de	 las	 posibles	
proteínas,	 como	 el	 canal	 TRPV4,	 implicadas	 en	 dicha	 liberación	 al	 comportarse	
como	mecano-	y	osmosensor,	y	de	identificar	los	principales	mecanismos	celulares	
implicados	 en	 la	 liberación	 de	 dicho	 dinucleótido	 inducida	 por	 la	 hipertensión	
ocular.		
	
1.	 LA	 ACTIVACIÓN	 DE	 LOS	 RECEPTORES	 P2Y2	




la	 expresión	 de	 receptores	 purinérgicos	 P2	 en	 las	 diferentes	 estructuras	 del	 ojo	
(Guzman-Aranguez	 et	 al.,	 2013;	 Sanderson	 et	 al.,	 2014).	 Se	 ha	 descrito	 la	
importancia	 del	 papel	 de	 los	 nucleótidos	 y	 dinucleótidos	 y	 sus	 respectivos	
receptores	purinérgicos	en	procesos	fisiológicos,	tales	como	la	cicatrización	corneal	
(Crooke	et	al.,	2009;	Pintor	et	al.,	2004a),	la	secreción	lagrimal	(Crooke	et	al.,	2008;	
Li	 et	 al.,	 2001)	 o	 incluso	 procesos	 patológicos	 como	 la	 retinopatía	 diabética	
(Sugiyama,	 2014).	 Entre	 los	 distintos	 efectos	 de	 los	 nucleótidos	 y	 dinucleótidos	
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cabe	destacar	su	papel	en	la	modulación	de	la	PIO.	En	este	contexto,	nuestro	grupo	
de	 investigación	 demostró	 el	 efecto	 hipertensivo	 de	 ciertos	 nucleótidos	 y	
dinucleótidos,	tales	como	UTP,	ATP,	2-MeSATP	y	ATP-γ-S	(Markovskaya	et	al.,	2008;	
Peral	 et	 al.,	 2009)	 o	 Ap3A,	 Ap2A	 y	 Ap5A	 (Pintor	 et	 al.,	 2003),	 cuyos	 perfiles	
farmacológicos	coincidían	con	el	de	la	activación	de	un	receptor	purinérgico	al	ser	




presencia	 de	 P2X2,	 P2X7,	 P2Y1,	 P2Y2	 y	 P2Y4	 en	 los	 procesos	 ciliares	 y	 la	 malla	
trabecular	 de	 diversas	 especies	 (Cullinane	 et	 al.,	 2001a;	 Pintor	 et	 al.,	 2004b;	
Shahidullah	 et	 al.,	 1997;	 Soto	 et	 al.,	 2005),	 además	de	 la	 del	 receptor	P2Y6	 en	el	
caso	 particular	 de	 los	 procesos	 ciliares	 (Flores	 et	 al.,	 2005;	 Markovskaya	 et	 al.,	
2008).	
El	 glaucoma	 es	 una	 neuropatía	 óptica	 multifactorial,	 caracterizada	 por	 la	
degeneración	 y	 pérdida	 progresiva	 de	 los	 axones	 del	 nervio	 óptico	 y	 las	 células	
ganglionares	 de	 la	 retina	 (Soto	 et	 al.,	 2014),	 cuyo	principal	 factor	 de	 riesgo	es	 la	
hipertensión	 ocular.	 En	 estudios	 previos	 realizados	 conjuntamente	 entre	 nuestro	
laboratorio	y	el	 laboratorio	de	Neurofisiología	de	 la	Facultat	de	Medicina-IDIBAPS	
de	la	Universitat	de	Barcelona,	se	comprobó	que	los	niveles	del	dinucleótido	Ap4A	
presentes	 en	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	 pacientes	 diagnosticados	 de	 glaucoma	
estaban	 incrementados,	 aproximadamente	 15	 veces,	 respecto	 a	 los	 niveles	
medidos	en	los	individuos	sanos	(Castany	et	al.,	2011).	Resultados	que	concuerdan	
con	 los	descritos	 simultáneamente	por	otro	grupo	de	 investigación,	 respecto	a	 la	




de	 los	 receptores	P2Y2,	 presentes	 en	 los	procesos	 ciliares,	 sobre	 la	 PIO.	 Para	ello	
evaluamos	el	efecto	de	tres	agonistas	del	receptor	P2Y2	(2-S-UTP,	UTP-γ-S	y	UTP),	
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sobre	 la	PIO	de	 los	conejos	albinos	de	 la	 raza	Nueva	Zelanda.	En	nuestro	estudio	
comprobamos	 cómo	 los	 tres	 agonistas	 lograron	 incrementar	 la	 PIO	 tras	 su	
instilación	tópica	de	manera	dosis	dependiente.	
El	2-S-UTP,	el	cual	es	el	agonista	más	potente	de	los	receptores	P2Y2,	fue	el	








bifásico	 en	 su	 efecto	 sobre	 la	 PIO	 debido	 a	 su	 hidrólisis	 a	 ADP.	 Este	motivo	 hizo	






por	 los	 antagonistas	P2	no	 selectivos	 suramina	y	RB-2.	Curiosamente,	 aunque	en	
estudios	previos	el	antagonista	no	selectivo	PPADS	fue	capaz	de	revertir	el	efecto	
hipotensor	 del	UDP	 sobre	 la	 PIO	 (Markovskaya	 et	 al.,	 2008),	 en	 nuestro	 estudio,	
dicho	 antagonista	 no	 modificó	 significativamente	 el	 efecto	 de	 ninguno	 de	 los	
agonistas	 probados.	 Finalmente,	 aunque	 ni	 el	 antagonista	 selectivo	 del	 receptor	
P2Y1	 (MRS2179)	 ni	 el	 antagonista	 selectivo	 del	 receptor	 P2Y6	 (MRS2575)	
modificaron	el	efecto	causado	por	 los	tres	nucleótidos,	no	se	pudo	confirmar	que	
dicho	efecto	fuese	mediado	por	la	estimulación	de	un	receptor	P2Y2.		
La	 confirmación	 de	 la	 implicación	 de	 un	 receptor	 P2Y2	 en	 el	 efecto	
hipertensivo	mostrado	por	la	instilación	tópica	de	2-S-UTP,	UTP-γ-S	y	UTP,	en	este	
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modelo	 animal,	 se	 realizó	 mediante	 ensayos	 de	 silenciamiento	 génico	 de	 dicho	
receptor	empleando	RNA	interferente.		







de	 entender	 las	 funciones	 fisiológicas	 de	 dichos	 receptores	 (Arthur	 et	 al.,	 2005;	
D'Alimonte	et	al.,	2007;	Deli	et	al.,	2007;	Ecke	et	al.,	2008;	Murakami	et	al.,	2008).	
Concretamente,	el	siRNA	frente	a	P2Y2	ya	ha	sido	empleado	por	nuestro	grupo	de	
investigación	 con	 el	 objetivo	 de	 confirmar	 el	 efecto	 de	 dicho	 receptor	 en	 la	
reepitelización	 corneal	 (Crooke	 et	 al.,	 2009).	 En	 este	 contexto,	 y	 en	 la	 presente	
tesis,	 se	 determinó	 el	 efecto	 del	 receptor	 P2Y2	 sobre	 la	 PIO	mediante	 la	 terapia	
génica	 con	 RNA	 de	 interferencia.	 El	 silenciamiento	 del	 receptor	 bloqueó	 por	




representar	 una	 alternativa	 interesante	 como	 potencial	 agente	 terapéutico	 para	
reducir	la	PIO	en	patologías	como	el	glaucoma.	
En	 resumen,	 estos	 resultados	 confirman	 que	 la	 estimulación	 de	 los	
receptores	P2Y2	presentes	en	los	procesos	ciliares	de	los	conejos	albinos	de	la	raza	
Nueva	 Zelanda,	 mediante	 agonistas	 como	 2-S-UTP,	 UTP-γ-S	 y	 UTP,	 producen	 un	
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2.	 EFECTO	 DEL	 Ap4A	 SOBRE	 LAS	 PROTEÍNAS	
IMPLICADAS	EN	LA	MOVILIZACIÓN	DE	FLUIDOS	EN	




se	 encuentra	 acoplado	 principalmente	 a	 β1-PLC	 a	 través	 de	 la	 proteína	 Gαq/11,	 el	
cual	media	la	producción	de	DAG	e	IP3,	segundos	mensajeros	para	la	activación	de	





pulmonar	 (Chambers	 et	 al.,	 2007;	 Tarran,	 2004).	 Ya,	más	 concretamente,	 a	 nivel	




La	 presión	 intraocular	 es	 el	 resultado	 del	 balance	 entre	 la	 formación	 y	 el	
drenaje	 del	 humor	 acuoso	 (Civan	 et	 al.,	 2004).	 Como	 hemos	 demostrado,	 la	
estimulación	de	los	receptores	P2Y2	presentes	en	los	procesos	ciliares	guarda	una	
relación	directa	con	el	aumento	de	la	presión	intraocular.	Por	lo	tanto,	y	teniendo	













diferentes	fases.	De	todas	ellas	 la	más	 importante	es	 la	secreción	activa	 llevada	a	
cabo	por	el	epitelio	ciliar	y	que	representa	el	80%	de	la	formación	total	del	humor	
acuso	 (Bill,	1973;	Goel	 et	al.,	2010).	Este	proceso	está	mediado	por	el	 transporte	
selectivo	 de	 iones	 y	 sustancias	 en	 contra	 de	 un	 gradiente	 de	 concentración,	
seguido	por	un	flujo	de	agua.	El	agua	representa	el	98%	del	contenido	del	humor	
acuoso,	por	 lo	 tanto	el	 transporte	de	esta	molécula	es	 fundamental	para	 llevar	a	
cabo	el	proceso	de	secreción	del	mismo.	
Las	 acuaporinas	 son	 una	 familia	 de	 proteínas	 con	 importantes	 funciones	
biológicas	encargadas	de	regular	el	movimiento	de	agua	de	manera	bidireccional	a	
favor	 de	 un	 gradiente	 iónico.	 Los	 procesos	 ciliares	 expresan	 AQP1	 y	 AQP4,	
específicamente	 localizadas	en	 las	 células	del	epitelio	no	pigmentado	 (Yamaguchi	
et	 al.,	 2006).	 Se	 ha	 demostrado	 que	 ambas	 acuaporinas	 representan	 un	 papel	
fundamental	 en	 la	 formación	del	humor	acuoso,	de	 tal	manera	que	 su	 inhibición	
produce	 una	 significativa	 reducción	 en	 la	 formación	 del	 humor	 acuoso	 y	
consiguientemente	una	 reducción	en	 la	PIO.	En	esta	 tesis	doctoral	 se	confirma	 la	
presencia	de	AQP1	en	células	del	epitelio	no	pigmentado	de	los	procesos	ciliares	de	
conejo,	 tanto	 en	 cultivo	 primario	 como	 inmortalizado.	 Además,	 se	 describe	 el	
efecto	 del	 Ap4A	 mediado	 por	 la	 estimulación	 de	 los	 receptores	 P2Y2	 sobre	 la	
traslocación	de	la	AQP1,	la	mayoritaria	(Verkman,	2003),	hacia	la	membrana	de	las	
células	 del	 epitelio	 no	 pigmentado.	 En	 este	 sentido,	 tanto	 el	 ATP	 como	 el	 Ap4A	
tuvieron	un	efecto	positivo	sobre	la	presencia	de	la	AQP1	en	dichas	células.	El	Ap4A	
fue	capaz	de	aumentar	significativamente	tanto	la	presencia	en	el	citoplasma	como	
el	 tráfico	de	 la	AQP1	hacia	 la	membrana	plasmática	de	 forma	dosis	dependiente.		
Además,	 este	 efecto	 demostró	 ser	 dependiente	 del	 tiempo	 de	 incubación,	
incrementándose	 progresivamente	 hasta	 alcanzar	 un	 máximo	 a	 los	 60	 minutos,	
tanto	en	la	presencia	de	la	acuaporina	en	el	citoplasma	como	en	su	desplazamiento	
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hacia	la	membrana,	momento	en	el	cual	comienza	a	regresar	a	los	valores	basales.	
Mediante	 ensayos	 de	 antagonismo	 y	 silenciamiento	 génico,	 se	 demostró	 que	 el	
efecto	del	Ap4A	sobre	 la	presencia	y	el	tráfico	de	 las	acuaporinas	estaba	mediado	
por	el	receptor	P2Y2	presente	en	las	células	NPE	de	los	procesos	ciliares.		
Al	mismo	 tiempo,	 los	 ensayos	 realizados	 con	 inhibidores	 de	 la	 síntesis	 de	
proteínas	mediante	western	blot,	confirmaron	que	el	aumento	en	la	presencia	de	
acuaporinas	en	el	 citoplasma	no	era	debido	a	un	aumento	en	 la	expresión	de	 las	
mismas.	Probablemente,	el	efecto	observado	sea	debido	a	que	el	desplazamiento	
de	 las	 acuaporinas	 hacia	 la	 membrana	 desde	 los	 reservorios	 citoplasmáticos,	
inducido	 por	 la	 estimulación	 de	 los	 receptores	 P2Y2,	 provoque	 que	 el	 epítopo	
reactivo	 que	 estuviese	 oculto	 en	 el	 reservorio	 se	 vuelva	 accesible.	 Los	 epítopos	
pueden	 ser	 de	 tipo	 lineal	 o	 conformacionales	 (tridimensionales),	 según	 sea	 su	
estructura	 y	 el	 tipo	 de	 unión	 específica	 con	 el	 anticuerpo.	 Por	 este	 motivo,	 la	
especificidad	de	un	anticuerpo	puede	venir	generada	por	la	accesibilidad	que	tenga	
a	un	antígeno	determinado,	 influenciada	por	posibles	 cambios	en	 la	 estructura	o	
localización	del	antígeno	(epítopo).		
La	 AQP1	 es	 una	 estructura	 funcional	 por	 si	 misma,	 sin	 embargo,	 aunque	
cada	subunidad	de	acuaporina	posee	un	poro	individual,	para	poder	ser	funcionales	
como	 canales	 deben	 oligomerizarse	 en	 forma	 de	 tetrámeros	 (Verbavatz	 et	 al.,	
1993).Tradicionalmente	las	acuaporinas	se	consideraban	canales	constitutivamente	
abiertos	 (Agre	 et	 al.,	 2002),	 aunque	 actualmente	 se	 sabe	 que	 requieren	 de	
mecanismos	 a	 corto	 plazo	 que	 regulen	 su	 respuesta	 (Conner	 et	 al.,	 2012).	 El	
proceso	 mediante	 el	 cual	 se	 lleva	 a	 cabo	 el	 tráfico	 de	 las	 acuaporinas	 a	 la	
membrana	y	se	logra	su	activación	funcional	como	canal,	se	describió	por	primera	
vez	para	la	AQP2	en	los	conductos	colectores	del	riñón	(Deen	et	al.,	1994).	Para	que	
se	produzca	el	 transporte	a	 la	membrana	de	 la	 acuaporina,	 al	menos	 tres	de	 sus	
subunidades	deben	estar	fosforiladas	(Kamsteeg	et	al.,	2000)	(Figura	IV.1).	La	AQP1	
posee	 dentro	 de	 su	 estructura	motivos	 específicos	 para	 la	 fosforilación	mediada	
por	PKC	necesaria	para	su	traslocación	a	la	membrana	(Conner	et	al.,	2010;	Zhang	




























Como	 se	 ha	 comentado,	 los	 receptores	 P2Y2	 activan	 diversos	mecanismos	
de	señalización	 intracelular	secundarios,	como	 la	 ruta	PLC/PKC,	que	resultó	ser	 la	
responsable	 del	 efecto	 del	 Ap4A	 inducido	 por	 la	 activación	 de	 dichos	 receptores	
sobre	 el	 tráfico	 de	 la	 AQP1	 a	 la	 membrana	 basal	 de	 las	 células	 del	 NPE	 de	 los	
procesos	 ciliares,	 como	 pudimos	 comprobar	mediante	 los	 ensayos	 de	 inhibición.	
Tanto	el	 inhibidor	de	 la	PLC	como	el	de	 la	PKC,	 contrarrestraron	por	completo	el	
efecto	 del	 Ap4A.	 Sin	 embargo,	 cuando	 empleamos	 un	 inhibidor	 de	 las	 proteínas	
fosfatasas	 la	 migración	 de	 la	 AQP1	 a	 la	 membrana	 fue	 máxima.	 Además,	 este	
efecto	 es	 dependiente	 de	 los	 microtúbulos	 del	 citoesqueleto,	 responsables	 del	
desplazamiento	de	 las	vesículas	de	 secreción,	 como	pudo	comprobarse	mediante	
los	inhibidores	de	la	polimerización	de	la	tubulina,	los	cuales	anularon	el	efecto	del	
Ap4A	 sobre	 la	 traslocación	 de	 la	 AQP1	 hacia	 la	 membrana.	 Estos	 resultados	
concuerdan	con	 los	referidos	por	otros	autores,	que	describen	a	 los	microtúbulos	
del	 citoesqueleto	 como	 los	 responsables	 de	 la	 migración	 de	 la	 AQP1	 hacia	 la	
membrana	plasmática	inducida	por	cambios	bruscos	en	la	osmolaridad,	en	lugar	de	
ser	mediado	por	el	citoesqueleto	de	actina	(Conner	et	al.,	2010;	Tietz	et	al.,	2006).	























2.2	 	 EL	 Ap4A	 A	 TRAVÉS	 DE	 LA	 ESTIMULACIÓN	 DEL	 RECEPTOR	
P2Y2	INCREMENTA	LA	MOVILIZACIÓN	NETA	DEL	ION	CLORURO	








con	 la	 formación	 del	 humor	 acuoso,	 puede	 ser	 activados	 por	 diversos	 estímulos,	
como	 la	 hipotonicidad	 (Yantorno	 et	 al.,	 1992;	 Zhang	 et	 al.,	 1997),	 la	 acción	 del	
AMPc	(Chen	et	al.,	1994;	Chen	et	al.,	1997;	Edelman	et	al.,	1995)	o	la	inhibición	de	





en	 la	 secreción	 neta	 de	 Cl-	 inducido	 por	 el	 tratamiento	 con	 el	 Ap4A	 frente	 a	 los	
valores	 basales.	 Curiosamente,	 dicho	 aumento	 comenzó	 a	 ser	 estadísticamente	
significativo	 a	 partir	 de	 los	 68	minutos,	 tiempo	 que	 coincide	 con	 el	 del	 máximo	
efecto	de	la	traslocación	de	la	AQP1	a	la	membrana	plasmática,	también	inducido	
por	 el	 Ap4A.	 Sin	 embargo,	 aunque	 el	 ATP	 mostró	 una	 ligera	 tendencia	 a	
incrementar	el	flujo	neto	de	Cl-,	éste	no	fue	significativo,	probablemente	debido	a	
que	el	experimento	se	 realizó	a	 tiempos	 largos,	de	 forma	que	 la	presencia	de	 las	
ecto-nucleotidasas	limitasen	la	acción	del	ATP.	
Con	el	objetivo	de	caracterizar	el	receptor	implicado	en	dicho	efecto	sobre	
la	 movilización	 de	 cloruro,	 se	 probaron	 una	 serie	 antagonistas	 purinérgicos.	 Sin	
embargo,	únicamente	pudimos	valorar	el	efecto	de	 los	antagonistas	selectivos	de	
los	 recetores	P2Y1	ni	P2Y6,	 aun	así	 los	 resultados	no	 fueron	concluyentes,	puesto	
que	no	se	observó	una	tendencia	clara.	Los	antagonistas	no	selectivos	no	pudieron	
ser	 evaluados,	 puesto	 que	 debido	 a	 su	 coloración	 interfirieron	 con	 la	 sonda	 de	






Paralelamente	 se	 realizaron	 una	 serie	 de	 ensayos	 basados	 en	 la	 ruta	
PLC/PKC,	 que	 es	 la	 vía	 de	 actuación	más	 habitual	 de	 los	 receptores	 P2Y2,	 con	 el	
objetivo	 de	 intentar	 caracterizar	 el	 efecto	 del	 Ap4A	 sobre	 el	 flujo	 neto	 del	 ion	
cloruro.	 Debido	 a	 la	 interferencia	 del	 U73122	 con	 la	 sonda	 fluorescente	 MQAE	
empleada	para	 las	medidas	del	 flujo	neto	de	Cl-,	únicamente	pudieron	estudiarse	
los	efectos	de	dos	inhibidores	de	la	PKC,	y	un	inhibidor	de	las	proteínas	fosfatasas.	
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En	 este	 caso,	 todos	 los	 inhibidores	 testados	 revirtieron	 el	 efecto	mediado	 por	 el	
Ap4A	 a	 los	 distintos	 tiempos	 analizados,	 lo	 cual	 parece	 indicar	 que	 dicho	 efecto	
estaría	mediado	por	la	acción	de	la	PKC.	Sin	embargo,	este	resultado	se	contradice	
con	 lo	 descrito	 por	 Coca-Prados	 y	 colaboradores,	 que	 consideran	 al	 canal	 ClC3	
como	principal	responsable	de	la	secreción	activa	de	cloruro,	el	cual	está	regulado	
negativamente	por	 la	 fosforilación	mediada	por	 la	PKC	 (Coca-Prados	 et	al.,	 1995;	
Shi	et	al.,	2002).	Aun	así,	otros	autores	han	sugerido	que	la	liberación	de	Cl-	a	través	
de	 las	 células	 del	 epitelio	 ciliar	 pigmentado	 de	 bovino	 está	 mediada	 por	 maxi-
canales	 de	 Cl-	 voltaje	 dependientes	 (Mitchell	 et	 al.,	 2000),	 por	 lo	 que	 sería	
interesante	 estudiar	 la	 expresión	 de	 estos	 canales	 en	 las	 células	 del	 epitelio	 no	
pigmentado,	ya	que	podrían	ser	regulados	por	un	aumento	en	la	concentración	del	
Ca+2i,	 que	 es	 otra	 de	 las	 vías	 de	 señalización	 intracelular	 relacionadas	 con	 la	
estimulación	de	los	receptores	P2Y2.	
Teniendo	en	cuenta	todos	los	resultados	obtenidos,	no	podemos	concluir	de	
forma	 rotunda	 que	 el	 Ap4A	 induzca	 cambios	 positivos	 en	 la	 secreción	 activa	 de	
cloro	 por	 medio	 de	 la	 estimulación	 de	 los	 receptores	 P2Y2.	 Aun	 así	 nuestros	
resultados	son	concordantes	con	la	bibliografía	descrita	en	otros	tejidos	secretores,	
como	por	ejemplo	sucede	en	 las	vías	 respiratorias	 (Boucher,	2003;	Gabriel,	2002)	




nos	 permita	 confirmar	 si	 el	 efecto	 del	 Ap4A	 se	 debe	 a	 la	 activación	 de	 los	
receptores	P2Y2,	por	 lo	que	esperamos	 tener	 resultados	más	 satisfactorios	en	un	
futuro	 próximo.	Del	mismo	modo,	 el	 empleo	 de	 la	 sonda	 fluorescente	MQAE	no	
resulta	de	utilidad	debido	a	su	 interacción	negativa	con	 los	distintos	tratamientos	
empleados,	 y	 por	 este	motivo	 estamos	 valorando	 la	 posibilidad	 de	 emplear	 una	
nueva	técnica	que	nos	permitirá	valorar	el	flujo	neto	del	anión.	Por	otro	lado,	tras	
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solucionar	 los	 inconvenientes	 técnicos,	 	aún	quedaría	por	caracterizar	el	 canal	de	
cloro	implicado	en	la	secreción	mediada	por	Ap4A.		
3.	 EL	 AUMENTO	 DE	 LA	 PIO	 INDUCE	 UN	
INCREMENTO	 DE	 LOS	 NIVELES	 DE	 Ap4A	 EN	 EL	
HUMOR	ACUOSO	DE	LOS	CONEJOS	
Como	 ya	 se	 ha	 mencionado	 en	 esta	 memoria,	 el	 humor	 acuoso	 de	 los	
pacientes	glaucomatosos	contiene	elevados	niveles	de	Ap4A,	15	veces	más	que	en	




El	 glaucoma	 tiene	 como	 uno	 de	 sus	 principales	 factores	 de	 riesgo	 la	
elevación	anómala	de	la	PIO	(Soto	et	al.,	2014).	Los	modelos	animales	de	glaucoma	




inducidos	 experimentalmente.	 En	 el	 caso	 de	 los	 modelos	 inducidos	
experimentalmente,	 en	 la	mayoría	 de	 los	 casos	 lo	 que	 realmente	 se	 reproducen	
son	modelos	de	hipertensión	ocular,	aunque	también	existen	modelos	que	inducen	
pérdidas	de	células	ganglionares	no	relacionados	con	hipertensión	(Johnson	et	al.,	
2010).	 Generalmente,	 los	 modelos	 de	 hipertensión	 están	 inducidos	 mediante	
procedimientos	 quirúrgicos	 con	 el	 objetivo	 de	 obstruir	 las	 vías	 de	 drenaje	 del	
humor	acuoso,	como	las	inyecciones	intraoculares	de	α-quimiotripsina	(Chee	et	al.,	
1971),	 las	 inyecciones	de	microesferas	en	cámara	anterior	 (Weber	 et	al.,	2001)	o	
mediante	obstrucciones	de	las	venas	epiesclerales	mediante	fotocoagulación	(Yu	et	
al.,	 2006)	 o	 inyecciones	 salinas	 hipertónicas	 (Morrison	 et	 al.,	 1997).	 Durante	 la	
realización	 de	 esta	 tesis	 empleamos	 un	 modelo	 de	 hipertensión	 ocular	 inocuo,	
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controlable	y	repetible,	que	no	requiere	de	procedimientos	químicos	o	quirúrgicos	
para	ser	 llevado	a	cabo,	de	forma	que	no	altere	 irreversiblemente	ninguna	de	 las	







cual	 además	 dificulta	 el	 drenaje	 y	 evacuación	 del	 humor	 acuoso	 (Greaves	 et	 al.,	
1951)	principalmente	debido	a	la	compresión	del	canal	de	Schlemm	y	de	las	venas	
epiesclerales	 	 (Langham	 et	 al.,	 1959;	 Langham	 et	 al.,	 1960a).	 Nuestros	 estudios	
indicaron	 que	 la	 posición	 de	 Trendelenburg	 formando	 un	 ángulo	 de	 80º	 con	 la	









incremento	 en	 las	 concentraciones	 de	 Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso,	 apuntan	 a	 la	
presencia	 de	 un	 sensor	 que	 indique	 a	 las	 estructuras	 intraoculares	 de	 dichos	
cambios	 y	 consecuentemente	produzca	 variaciones	 en	 la	 composición	del	 humor	
acuoso.	Un	candidato	es	el	TRPV4.		
El	canal	iónico	TRPV4	actúa	como	un	sensor	celular	capaz	de	responder	a	un	
rango	 diverso	 de	 estímulos	 físicos	 y	 químicos,	 entre	 los	 cuales	 destacan	 su	




funciones	 fisiológicas,	 como	 la	 mecanotransducción	 y	 la	 modulación	 de	 la	
homeostasis	en	las	células	sensoriales	del	oído	interno	(Lang	et	al.,	2007;	Takumida	
et	 al.,	 2005)	 o	 la	 mecanotransducción	 en	 la	 vasodilatación	 de	 las	 células	 del	










estímulos,	 necesaria	 para	 llevar	 a	 cabo	 importantes	 funciones	 fisiológicas.	 Por	
ejemplo,	en	el	 tejido	urinario	 se	ha	detallado	 cómo	 la	activación	del	 canal	 iónico	
induce	 una	 liberación	 de	 ATP	 necesaria	 para	 las	 regulación	 de	 la	 hemodinámica	




Durante	 la	 realización	 de	 esta	 tesis	 pudimos	 demostrar	 la	 presencia	 de	
canales	 TRPV4	 en	 los	 procesos	 ciliares	 de	 los	 conejos	 albinos	 de	 la	 raza	 Nueva	





las	 variaciones	 en	 la	 PIO,	 puesto	 que	 en	 los	 animales	 tratados	 con	 agonistas	 del	






mediante	 un	 aumento	 de	 la	 PIO	 o	 mediante	 la	 estimulación	 con	 agonistas	
sintéticos,	 y	 la	 liberación	 de	 Ap4A	 al	 humor	 acuoso	 de	 los	 conejos.	 En	 aquellos	
animales	que	fueron	sometidos	a	la	posición	de	Trendelenburg	los	niveles	de	Ap4A	
en	el	humor	acuoso	medidos	fueron	3	veces	superiores	a	los	valores	basales,	efecto	
que	 fue	 significativamente	 revertido	 en	 aquellos	 conejos	 pretratados	 con	 los	
antagonistas	del	canal	TRPV4.	Al	mismo	tiempo,	en	aquellos	animales	que	fueron	
tratados	 con	 activadores	 del	 canal	 iónico,	 aunque	 la	 PIO	 no	 varió,	 los	 niveles	 de	
Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso	 aumentaron	 significativamente,	 lográndose	 el	 mayor	




produce	 un	 incremento	 en	 la	 concentración	 de	 Ap4A	 en	 el	 humor	 acuoso.	 Estos	
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4.	 MECANISMOS	 CELULARES	 IMPLICADOS	 EN	 LA	
LIBERACIÓN	 DE	 Ap4A	 INDUCIDA	 POR	 LA	
ACTIVACIÓN	DEL	CANAL	IÓNICO	TRPV4	
	
La	 expresión	 del	 canal	 iónico	 TRPV4	 ha	 sido	 descrita	 en	 las	 estructuras	
relacionadas	con	la	dinámica	del	humor	acuoso,	tanto	en	procesos	ciliares	como	en	
malla	 trabecular	 (Frye	 et	 al.,	 2013),	 y	 ha	 sido	 relacionado	 con	 procesos	
moduladores	de	 la	misma	 (Alkozi	 et	al.,	 2015).	 Tras	 los	 resultados	obtenidos	que	
confirmaron	 la	 implicación	 del	 TRPV4	 en	 la	 liberación	 del	 Ap4A	 inducida	 por	
aumentos	en	la	PIO	y	ratificada	mediante	histoquímica	la	presencia	de	dicho	canal	
en	 nuestro	 modelo	 animal,	 quisimos	 verificar	 que	 dicho	 efecto,	 en	 parte,	 era	
llevado	a	cabo	a	través	de	los	canales	TRPV4	presentes	en	las	células	del	epitelio	no	
pigmentado	de	los	procesos	ciliares	de	conejo.		
	La	 estimulación	 del	 canal	 TRPV4	 presente	 en	 las	 células	 del	 epitelio	 no	
pigmentado	 de	 los	 procesos	 ciliares,	 mediante	 un	 shock	 hipo-osmótico	 o	 bien	





una	 liberación	 de	 Ap4A	 al	 medio	 extracelular,	 que	 en	 este	 caso	 fue	 bloqueado	
prácticamente	 en	 su	 totalidad	 por	 los	 antagonistas	 del	 canal	 TRPV4.	 De	 ellos,	 el	
agonista	GSK1016790a	fue	el	que	mostró	el	efecto	máximo,	llegando	a	incrementar	
la	liberación	de	Ap4A	2.32	veces	respecto	a	los	valores	basales.	Además,	este	efecto	




resultados	 demostraron	 la	 existencia	 de	 una	 relación	 directa	 dosis	 dependiente	


















pigmentado	 como	 en	 las	 del	 no	 pigmentado	 de	 los	 procesos	 ciliares	 expresan	
panexina-1,	 y	 conexinas	 26,	 31,	 40,	 42	 y	 43	 (Coffey	 et	 al.,	 2002;	 Li	 et	 al.,	 2010).	
Durante	 la	 realización	 de	 esta	 tesis	 se	 han	 estudiado	 multitud	 de	 mecanismos	
como	posibles	candidatos	para	la	liberación	de	Ap4A	mediada	por	la	activación	del	
canal	 TRPV4.	 Algunos	 autores	 demostraron	 que	 ni	 los	 canales	 CFTR	 ni	 las																					
P-glicoproteínas	estaban	relacionados	con	la	liberación	de	ATP	mediado	por	estrés	
hipo-osmótico	 en	 las	 células	 del	 epitelio	 ciliar	 de	 bovino	 (Li	 et	 al.,	 2010),	 lo	 cual	
concuerda	 con	 nuestros	 resultados	 donde	 los	 inhibidores	 de	 CFTR	 y																											
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debió	a	la	exocitosis	vesicular,	los	más	de	dos	tercios	restantes	se	liberaron	a	través	
de	 la	 panexina-1.	 Las	 panexinas	 son	 uniones	 intercelulares	 que	 actúan	 como	
canales	de	la	membrana	plasmática,	y	tras	su	activación,	mediante	un	aumento	el	
la	concentración	del	Ca+2	intracelular,	permiten	el	flujo	de	moléculas	menores	de	1	
KDa,	 lo	 cual	 puede	 explicar	 porque	 el	 Ap4A,	 cuyo	 peso	 molecular	 es	 836.4	 Da,	
pueda	ser	liberado	a	través	de	ellas	(Jankowski	et	al.,	2001;	MacVicar	et	al.,	2010).	
Estos	resultados	concuerdan	con	los	hallazgos	descritos	en	los	epitelios	de	las	vías	




De	 igual	 manera,	 nuestros	 resultados	 tienen	 gran	 similitud	 con	 los	
encontrados	en	las	células	del	epitelio	de	los	procesos	ciliares	de	bovino,	donde	la	
liberación	 de	 ATP	 al	 medio	 extracelular	 inducida	 por	 un	 shock	 hipoosmótico	 se	
lleva	a	 cabo	principalmente	a	 través	de	hemicanales,	 aproximadamente	el	40%	a	
través	 de	 pannexina-1,	 otro	 40%	 a	 través	 de	 conexinas	 y	 el	 resto	 a	 través	 de	 la	
exocitosis	vesicular	(Li	et	al.,	2010).	Sin	embargo,	nuestros	resultados	indican	que	la	
liberación	de	Ap4A	se	debe	principalmente	a	pannexina-1	y	no	a	conexinas.	Aunque	
ni	 probenecid	 ni	 carbenoxolona	 son	 inhibidores	 específicos	 de	 panexinas,	 la	
incubación	a	bajas	concentraciones,	que	se	ha	descrito	en	el	apartado	de	material	y	
métodos,	 junto	 con	 el	 hecho	 de	 la	 falta	 de	 inhibición	 mediada	 por	 el	 ácido	









































Finalmente,	 como	 conclusión	 general,	 esta	 tesis	 doctoral	 ha	 demostrado,	
por	primera	vez,	el	efecto	de	 la	estimulación	de	 los	receptores	purinérgicos	P2Y2,	




Paralelamente,	 se	ha	demostrado	que	 los	 canales	TRPV4	 son	el	origen	del	
incremento	en	los	niveles	de	Ap4A	en	el	humor	acuoso	inducidos	por	el	aumento	de	
la	presión	intraocular.	Así	mismo,	se	ha	confirmado	que	el	mecanismo	de	liberación	
del	 Ap4A	 inducido	 por	 la	 activación	 de	 dicho	 canal	 iónico,	 se	 lleva	 a	 cabo	
principalmente	 a	 través	 de	 la	 pannexina-1,	 y	 en	 menor	 medida	 a	 través	 de	
exocitosis	vesicular.		
Por	este	motivo,	tanto	el	receptor	P2Y2	como	el	canal	iónico	TRPV4	podrían	
ser	potenciales	dianas	 terapéuticas	para	el	 tratamiento	de	 la	hipertensión	ocular.	
Sin	 embargo,	 aun	 son	 necesarios	 más	 estudios	 para	 esclarecer	 el	 mecanismo	
detallado	de	la	liberación	del	Ap4A	por	parte	de	las	células	NPE	al	humor	acuoso.		











































































  Conclusiones 	
	 215	
	





1. La	estimulación	del	 receptor	metabotrópico	P2Y2	presente	en	 los	procesos	
ciliares	 de	 conejo	 induce	 un	 aumento	 en	 la	 presión	 intraocular	 dosis	
dependiente.	 Al	 mismo	 tiempo	 su	 silenciamiento,	 mediante	 RNA	
interferente,	reduce	significativamente	la	presión	intraocular	basal.		
	






por	 la	 estimulación	 de	 los	 receptores	 P2Y2	 presente	 en	 las	 células	 del	
epitelio	no	pigmentado	de	los	procesos	ciliares	de	conejo.		
	

















6. Existe	una	 relación	directa	entre	el	 aumento	de	 la	presión	 intraocular	 y	el	








8. La	activación	del	canal	 iónico	TRPV4	presente	en	 las	células	del	epitelio	no	
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